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Abreviaturas. 
 
Å  Angstrom 
aa   aminoácido 
ABD  Dominio de unión a actina, del inglés Actin Binding Domain. 
Amp  ampicilina 
Tris  Tris-hidroximetil-aminometano. 
º C  grado centígrado 
C-terminal carboxilo terminal 
CCD  del inglés “Charged Coupled Device” 
cDNA  del inglés “Complementary DNA” 
cm  centímetro 
CCT  Cola C-terminal 
DMSO  Dimetilsulfóxido 
Dmax  Distancia máxima. 
DNA  Acido desoxirribonucleico 
DNTB  5,5´ditiobis (ácido 2-nitrobenzoico). 
D.O.   Densidad óptica 
DTT  Ditiotreitol 
dF/dT  Derivada de la fluorescencia / variación de temperatura 
E.coli  Escherichia coli 
EDTA  Ácido etilendiamino tetra-acético 
EGTA  Etileno Glicol Tetraacético 
EMTS  Etilmercuriotiosalicilato 
ESRF  Instalaciones europeas de radiación sincrotrón (European synchrotron 
radiation facilities) 
FI  Filamentos intermedios 
g  gravedad 
g   gramo 
g/l  relación gramo/litro 
GSR  Glicina-Serina-Arginina 
GSG  Glicina-Serina-Glicina 
GSGSG Glicina-Serina-Glicina-Serina-Glicina 
h   hora 
HDs  Hemidesmosomas. 
HEPES del inglés N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid 
His-tag            Purificación en tandem con columnas de afinidad  
I (0)  Intensidad de dispersión a ángulo cero. 
IPTG   Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 
K  Kelvin 
kb   kilobase 
Kd   constante de disociación 
kDa   kilodalton 
kV  kilovoltio 
L   del ingles “lower” 
LB   Luria-Bertani 
l  litro 
M  molar 
mA  miliamperios 
ml  mililitro 
mg  miligramo 
mg/l   relación miligramo/litro 
min  minutos 
mM  milimolar 
m/v   relación masa/volumen 
Ni  niquel 
N-terminal amino terminal 
ng  nanogramo 
nm  nanómetro 
NSD  Discrepancia real normalizada 
PCR reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase ChainReaction) 
PDB               Banco de datos de proteínas (Protein Data Bank) 
PEG               Polietilenglicol 
P (r)  Función de distribución de distancias inter-atómicas 
  (Pair distribution function) 
q  Rango de datos del perfil exprerimental 
PR  Repetición plakina (Plakin Repeat) 
PRD  Dominio de repetición plakina (Plakin Repeat Domain) 
p/v  relación peso/volumen 
Rg  Radio de giro 
RNA  Ácido ribonucleico 
RMSD  Desviación cuadrática media (Root Mean Square Deviation). 
RMN              Resonancia Magnética Nuclear. 
s  segundo 
SAXS Dispersión de rayos-x a bajo ángulo  
(Small Angle X-Ray Scattering) 
SC  Segmento Conector 
SDS-PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 
(Polyacrylamide gel electrophoresis in sodium dodecyl sulfate) 
SIRAS  Reemplazo isomorfo simple con dispersion anómala 
(Single Isomorphous Replacement with Anomalous Scattering) 
SR  Repetición de Espectrina  (Spectrin Repeat) 
TAE  Tampón Tris/acetato/EDTA 
TB  Terrific Broth 
TEMED   N,N,N´, N´- tetrametiletilen-diamina 
TEV               del inglés “Tobacco etch virus” 
TM                   Temperatura de desnaturalización (Melting temperature) 
Tris  Tris(hidroximetil)-aminometano 
U  del ingles “upper” 
μg             microgramo 
μg/ml  relación microgramo/mililitro 
µl  microlitro 
Μm  Micromolar 
UV   Ultravioleta 
v/v                 relación volumen/volumen 
VM             coeficiente de Matthews 
2  Función de discrepancia normalizada 
ε  Coeficiente de extinción molar 
3D  Tridimensional 
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1.- LA FAMILIA PLAKINA. 
Las plakinas son una familia de proteínas de alto peso molecular que se expresan 
en tejidos sometidos a estrés mecánico, como epitelios y músculo, donde juegan un 
papel importante en el mantenimiento de su integridad. Las plakinas son proteínas 
multifuncionales que interconectan los tres sistemas de filamentos del citoesqueleto: 
filamentos intermedios (FI), microtúbulos y microfilamentos. Además, median el 
anclaje de los filamentos intermedios a la membrana plasmática a través de 
complejos de adhesión asociados a membrana, como desmosomas y 
hemidesmosomas (HDs) (Jefferson et al, 2004). Por lo tanto, se las conoce como 
conectores celulares o cytolinkers. Las plakinas pertenecen a la superfamilia de las 
espectrinas, aunque constituyen un grupo claramente diferenciado (Ruhrberg & 
Watt, 1997; Uitto et al, 1996). 
 
En mamíferos existen 7 plakinas: plectina, desmoplakina, el antígeno 1 del 
penfigoide ampollar (BPAG1), el factor 1 de entrecruzamiento actina-microtúbulos 
(MACF1, también conocido como ACF7, trabeculina o macrofilina), envoplakina, 
periplakina y epiplakina (Leung et al, 2002) (Figura I1). Muchas de estas plakinas 
tienen varias isoformas que se generan por mecanismos de procesamiento 
alternativo. La expresión de plakinas es crítica para el crecimiento, desarrollo y 
supervivencia celular (Brown et al, 1995). En humanos, anomalías adquiridas o 
congénitas de plakinas causan cardiomiopatías, distrofias musculares y 
enfermedades de la piel (Pulkkinen et al, 1996; Ruhrberg et al, 1996b). 
Las plakinas también están presentes en invertebrados; en Drosophila melanogaster 
se ha identificado un único gen plakina denominado shortstop (también conocido 
como kakapo), que codifica dos proteínas: Shot l y Shot II (Lee et al, 2000; Vactor et 
al, 1993). En Caenorhabditis elegans, existe un único gen plakina denominado vab-
10, que codifica dos variantes: VAB-10A y VAB10B (Bosher et al, 2003) (Figura I1). 
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Figura I1.- Miembros de la familia plakina.- Representación esquemática de la estructura de las 
plakinas de mamíferos, nematodos e insectos. Las plakinas tienen una estructura modular formada 
por múltiples dominios. Los dominios que conforman su estructura como el ABD, dominio plakina o 
repeticiones de espectrina están especificados en la leyenda. Las letras A, B y C corresponden a los 
diferentes tipos de dominios de repetición plakina (PRD). 
 
1.1.- Estructura modular de plakinas. 
Las plakinas tienen estructuras modulares formadas por la combinación de un 
repertorio de dominios estructurales. La mayoría de las plakinas de mamífero tienen 
una estructura tripartita que consiste en un dominio central implicado en la 
dimerización u homo-asociación, que separa la regiones N- y C-terminales, que 
contienen sitios de unión a otras proteínas. (Figura I2A). 
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Figura I2.- Estructura modular de plakinas.- (A) Representación esquemática de la estructura 
modular de plectina, como una plakina prototípica. Las plakinas tienen una estructura tripartita, el 
dominio central separa las regiones N y C-terminal compuestas por varios dominios. (B) 
Representación en lazos de la estructura cristalográfica del ABD de la plectina (código PDB: 1 
MB8).(Garcia-Alvarez et al, 2003). Esta estructura está formada por dos sub-dominios de homología 
calponina: CH1 (azul) y CH2 (verde) unidos por un lazo corto (C) Representación en lazos de la 
estructura cristalográfica de dos dominios de repetición plakina (PRD) de tipo B (izquierda) y de tipo C 
(derecha) en desmoplakina (códigos PDB: 1LM5 y 1LM7). (Modificado de Choi et al 2002).  
 
Las plakinas de mamífero: plectina, BPAG1a/b/n y MACF1a/b contienen cerca de su 
extremo N-terminal un dominio de unión a actina (ABD) similar a los presentes en 
otras proteínas de la superfamilia de espectrinas como distrofina, distonina, utrofina, 
filaminas y α-actinina (Carugo et al, 1997; Castresana & Saraste, 1995; de Arruda et 
al, 1990; Hemmings et al, 1992; Stradal et al, 1998). La estructura cristalográfica del 
ABD de plectina de humano y de ratón (Garcia-Alvarez et al, 2003; Sevcik et al, 
2004) muestra que esta región está formada por dos sub-dominios de homología 
calponina (CH1-CH2) unidos a través de un lazo corto y flexible. La estructura de 
cada CH está formada por un núcleo de cuatro α-hélices que encierran en su interior 
un núcleo hidrofóbico (Banuelos et al, 1998; Bramham et al, 2002). Los dos sub-
dominios CH se disponen en una conformación cerrada, en la cuál se establecen 
extensos contactos entre los sub-dominios (Figura I2B). 
 
Capítulo 1 
 6
Todas las plakinas, a excepción de epiplakina, contienen una región conservada de 
~1000 aminoácidos, denominada dominio plakina, que está formado por regiones 
ricas en α-hélices (ver abajo) (Figura I3). Este dominio media interacciones proteína-
proteína y determina la localización subcelular de las plakinas.  
 
Plectina, desmoplakina, BPAG1e/n, periplakina y envoplakina contienen un dominio 
central (~1300 aminoácidos en plectina) rico en α-hélices. La secuencia de este 
dominio presenta héptadas repetitivas características de hélices que forman 
interacciones de super-hélice (coiled-coil). Por lo tanto se cree que el dominio central 
media la formación de homo-dímeros paralelos.  
 
La región C-terminal de plectina, desmoplakina, BPAG1e/n y envoplakina contiene 
varias copias del denominado “dominio de repetición plakina” (PRD). Los PRD tienen 
una estructura globular formada por 4.5 copias de una unidad de 38 aminoácidos, 
denominada repetición de plakina (PR). Se conoce la estructura cristalográfica de los 
PRDs B y C de desmoplakina (Choi et al, 2002). Cada PR está formada por una 
horquilla-β seguida de dos α-hélices antiparalelas (Figura I2C). La estructura de los 
PRs es similar al motivo de repetición de ankirina, si bien las estructuras globales 
formadas por los PRs y las repeticiones de ankirina son diferentes. 
 
Plectina contiene seis PRDs, los cinco primeros son similares al PRD de tipo B de 
desmoplakina, mientras que el sexto es similar al de tipo C. Se ha propuesto un 
modelo para esta región en plectina, en el que los seis PRDs se acomodarían en 
una organización circular, en la cuál los PRDs se orientan de manera antiparalela, 
con el sexto PRD en el centro del círculo (Janda et al, 2001). Esta organización 
estaría estabilizada por interacciones hidrofóbicas entre residuos que se encuentran 
en la superficie de cada PRD. Esta estructura se correspondería con el dominio 
globular en la región C-terminal, con un diámetro de 9 nm (Foisner & Wiche, 1987).  
 
Otras plakinas como BPAG1a/b y MACF1a/b contienen en su región C-terminal 
múltiples copias de un motivo estructural conocido como repetición de espectrina 
(Spectrin Repeat; SR); por lo que a este subgrupo se les ha denominado 
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espectraplakinas (Roper et al, 2002). BPAG1a/b y MACF1a/b también contienen en 
su extremo C-terminal dominios de unión a Ca2+ de tipo mano-EF y un dominio GAR, 
que es homólogo a una región de la proteína GAS-2 que media la unión a 
microtúbulos (Sun et al, 2001). Por último, el extremo C-terminal de las plakinas 
frecuentemente contiene un dominio con repeticiones GSR (Gly-Ser-Arg). Epiplakina 
presenta una estructura atípica, que consiste en 13 PRDs y carece de otros 
dominios como el dominio plakina o el dominio central (Fujiwara et al, 2001) 
 
1.1.1.- Estructura del dominio plakina. 
Inicialmente en la secuencia del dominio plakina se identificaron seis regiones ricas 
en α-hélices, denominadas NN, Z, Y, X, W y V, que se organizan formando haces 
antiparalelos (Green et al, 1992). Posteriormente en el dominio plakina se identificó 
la presencia de dominios de repeticiones de espectrina (Spectrin Repeat; SR) 
(Baines, 2003). 
 
Plectina, BPAG1a/b/n son las plakinas que muestran los dominios plakina más 
complejos, en los que se han identificado ocho SRs canónicos (SR1 a SR5 y SR7 a 
SR9) y un dominio SH3 (Figura I3). Entre el SR5 y el SR7 se identificó una región de 
~85 aminoácidos, que previsiblemente está formada por 3 α-hélices que adoptan un 
plegamiento similar a los SRs canónicos, pero con hélices más cortas. Esta región 
se denominó SR6 y se identificó prácticamente en todas las plakinas a excepción de 
periplakina (Sonnenberg et al, 2007). 
 
Los SRs se disponen de manera contigua en la secuencia a excepción del SR2 y el 
SR3 que están conectados por una región de longitud variable que se cree que no 
tiene estructura secundaria definida. En plectina, entre el SR2 y el SR3 hay una 
secuencia de ~20 aminoácidos, mientras que en BPAG1 tiene una longitud de ~ 120 
aminoácidos. 
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Figura I3.- Organización modular del dominio plakina.- (A).- Representación esquemática de la 
organización modular de la proteína plectina completa. (B).- Organización modular detallada de la 
región N-terminal (ABD y dominio plakina) de plectina y de otras plakinas representativas incluyendo 
BPAG1a/b/n, BPAG1e, Desmoplakina y Periplakina. Las repeticiones de espectrina (SRs) están 
enumerados según los SRs de plectina. (C).- Organización modular de las isoformas de eritrocito de α 
y β- espectrina. Se ilustra las similitudes con la arquitectura del dominio plakina, en la organización de 
tándems de SRs, la localización del ABD que precede al SR1 de β-espectrina y la inserción de un 
dominio SH3 en el SR9 de α-espectrina. 
 
En algunas plakinas como desmoplakina o periplakina no se han identificado los 
sub-dominios SR1-SR2. En BPAG1e únicamente se ha identificado el SR2 aunque 
parece carece el SR1 (Sonnenberg et al, 2007). El SR1 aparece siempre en 
combinación con el ABD, por ejemplo en plectina y BPAG1a/b/n, lo que sugiere que 
el tándem ABD-SR1 se ha podido incorporar en las plakinas de manera conjunta a 
partir de una espectrina ancestral (Pascual et al, 1997a). En plectina, el SR1 está 
unido al ABD adyacente por un conector aparentemente flexible de ~10 aminoácidos 
de longitud. 
 
El conocimiento estructural del dominio plakina en plakinas se limitaba hasta hace 
poco a las estructuras cristalográficas de la región SR3-SR4 de BPAG1 (Jefferson et 
al, 2007) y de la región de SR1-SR2 plectina (Sonnenberg et al, 2007). La estructura 
estos SRs de BPAG1 y plectina es similar a la descrita inicialmente en espectrina 
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(Pascual et al, 1997b; Yan et al, 1993). Cada SR consiste en ~100 aminoácidos y 
está formado por 3 α-hélices (A, B y C) que se unen entre sí mediante lazos cortos 
con una topología: arriba-abajo-arriba formando un haz con giro levógiro, 
estabilizado por interacciones hidrofóbicas en el interior del haz (Figura I4). Las tres 
α-hélices contienen héptadas repetitivas (abcdefg) características de hélices 
anfipáticas, en las cuáles, las posiciones a y d están ocupadas por residuos 
hidrofóbicos que se sitúan en el mismo lado de la hélice y se orientan hacia el 
interior del haz. Los SRs tienen una estructura alargada con unas dimensiones de ~ 
50-60 Å de longitud y ~ 20-25 Å de ancho. Los extremos N y C-terminal de cada SR 
se disponen en los extremos opuestos del eje longitudinal del haz.  
 
Figura I4.- Estructura de SRs Representación en lazos de la estructura del SR16 de α-espectrina de 
pollo obtenida mediante RMN (código PDB: 1AJ3) (izquierda), y de las estructuras cristalográficas del 
SR3 de la plakina BPAG1 (código PDB: 2IAK) (centro) y del SR1 de plectina (código PDB: 2ODU) 
(derecha). Los tres SRs se muestran la en la misma orientación, las α-hélices A, B y C están 
coloreadas en azul, amarillo y rojo, respectivamente.  
 
En el par SR3-SR4 de BPAG1 y SR1-SR2 de plectina, los dos SRs se disponen de 
manera contigua, en una disposición conocida como “en tándem”, y se unen entre sí 
a través de una α-hélice continua formada por la fusión de la hélice C del primer SR 
con la hélice A del segundo SR. Esta hélice continua (C-A) se expande por ambos 
sub-dominios a lo largo del eje longitudinal de la molécula, en consecuencia la 
estructura de cada par de SRs tiene una forma alargada (Figura I5). Esta disposición 
contigua de los SRs adyacentes y su unión a través de una α-hélice continua no es 
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exclusiva de plakinas y se ha observado en otros pares de SRs, como en α y β-
espectrinas y α-actinina (Djinovic-Carugo et al, 1999; Grum et al, 1999; Stabach et 
al, 2009). 
 
Figura I5.- Estructura de pares de SRs en plakinas. (A).- Representación esquemática de la 
estructura modular de plectina y una vista aumentada de la estructura del dominio plakina. (B).- 
Representación en lazos de la estructura cristalográfica del par SR1-SR2 (amarillo y azul) del dominio 
plakina de plectina, (código PDB: 2ODU) (izquierda) y de la estructura cristalográfica del par SR3-
SR4 (azul y rosa) del dominio plakina la BPAG1 (código PDB: 2IAK) (derecha). Los dos SRs 
adyacentes se unen a través de una α-hélice continua C-A que se expande por ambos sub-dominios. 
Los dos pares de SRs de la figura se muestran la misma orientación. 
 
Además de los nueve SRs, el dominio plakina contiene un dominio SH3 que se 
localiza entre las hélices B y C del SR5 (Sonnenberg et al, 2007). La presencia del 
dominio SH3 en el SR5 de plakinas es equivalente a la inserción de un dominio SH3 
entre las hélices B y C del SR central (SR9) de α-espectrina (Pascual et al, 1997a) 
(Figura I3). Los dominios SH3 están formados por 5 hebras-β que se agrupan en 
una estructura de barril-β (Figura I6). Los dominios SH3 son importantes porque 
suelen participar en interacciones proteína-proteína, uniéndose frecuentemente a 
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ligandos que contienen secuencias ricas en Pro del tipo PxxP (siendo x cualquier 
aminoácido conocido) y que adoptan una conformación de hélice de poli-Pro de tipo 
II (Kaneko et al, 2008). Estos ligandos son reconocidos por tres bolsillos hidrofóbicos 
que se forman en la superficie de los dominios SH3, entre los lazos RT (que une las 
hebras β1-β2) y el lazo n-Src (que une las hebras β2-β3). 
 
FIGURA I6.- Estructura de un dominio SH3 canónico.- Representación en lazos de la estructura 
cristalográfica del SH3 de α-espectrina de pollo (código PDB: 1SHG) (izquierda) y de la estructura por 
RMN del SH3 de la Tyr-quinasa BTK (código PDB: 1QLY) (derecha). Las 5 hebras-β (β1-β5) están 
coloreadas en azul, verde, amarillo, naranja y rojo respectivamente, siguiendo el mismo esquema de 
color en las dos estructuras. El lazo RT que une las hebras β1-β2 está indicado sobre la figura.  
 
En espectrinas, los conjuntos de SRs contribuyen a la estabilidad y elasticidad del 
citoesqueleto, gracias a la flexibilidad que existe entre estos sub-dominios. En base 
a la comparación de estructuras de pares de SRs se han descrito dos modelos de 
flexibilidad en agrupaciones de SRs (Grum et al, 1999). Según el modelo de 
extensión existiría una reorganización de los haces de hélices de los SRs por un 
desplazamiento axial cuando se someten a fuerzas mecánicas. En el modelo de 
doblamiento la aplicación de fuerzas resultaría en una deformación de la 
organización lineal de los grupos de SRs a través de movimientos de bisagra 
localizados en las zonas de unión entre SRs. 
 
1.2.- Plakinas en mamíferos 
Desmoplakina es un componente de los desmosomas, que son complejos asociados 
a membrana que median la adhesión célula-célula. Desmoplakina se localiza en la 
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parte interna de estos complejos, donde media el anclaje de los FI a la superficie 
celular (Franke et al, 1987; Green et al, 1990). Esta unión contribuye al ensamblaje y 
la estabilización de los desmosomas y por tanto, al mantenimiento de la integridad y 
arquitectura tisular (Gallicano et al, 1998). La región N-terminal de desmoplakina 
interacciona con las proteínas desmosomales: placoglobina y placofilina, 
(Bornslaeger et al, 2001; Hatzfeld et al, 2000; Kowalczyk et al, 1997; Smith & Fuchs, 
1998); además, se une a la región citoplasmática de las cadherinas desmosomales, 
desmogleína y desmocolina (Kowalczyk et al, 1997; Smith & Fuchs, 1998; Witcher et 
al, 1996). Esta región N-terminal de desmoplakina es suficiente para incorporar esta 
proteína a los desmosomas (Smith & Fuchs, 1998). El gen de desmoplakina codifica 
dos variantes: DPI (322 kDa) y DPII (259 kDa) (Green et al, 1990; Virata et al, 1992) 
que son el resultado del procesamiento alternativo que afecta al dominio central, que 
está mayoritariamente ausente en la isoforma DPII. Las dos isoformas se expresan 
en todos los tipos de epitelios, aunque la isoforma DPI también lo hace en las 
células musculares del corazón (Angst et al, 1990). 
Desmoplakina tiene una estructura tripartita, con un dominio central alargado está 
flanqueado por las regiones N- y C-terminal (O'Keefe et al, 1989). En la región N-
terminal, desmoplakina contiene un dominio plakina, mientras que la región C-
terminal contiene tres dominios de repetición plakina (PRD) del tipo: A, B y C (Green 
et al, 1990) (Figura I1). El lazo entre el PRD de tipo B y el de C es responsable de la 
unión de desmoplakina a FI (Kouklis et al, 1994; Stappenbeck et al, 1993).  
 
El gen BPAG1 codifica diversas isoformas, siendo las principales BPAG1a, BPAG1b 
y BPAG1e, que presentan diferentes combinaciones de dominios funcionales y 
patrones de expresión específicos (Leung et al, 2001). La isoforma BPAG1a se 
expresa en altos niveles en el sistema nervioso (Leung et al, 2001). BPAG1b se 
expresa en el corazón, músculo esquelético y cartílago. Estructuralmente, BPAG1a y 
BPAG1b son muy similares. Su región N-terminal está formada por un dominio de 
unión a actina (ABD) y un dominio plakina. La región C-terminal contiene múltiples 
copias de dominios de repetición de espectrina, un dominio EF de unión a Ca+2, un 
dominio GAR y un dominio GSG (Figura I1). Las dos isoformas se diferencian en 
que BPAG1b contiene además un dominio PRD de tipo A, que se une a los FI y que 
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no está presente en BPAG1a. La variante epitelial BPAG1e (denominada también 
BP230) es un componente de los hemidesmosomas de los queratinocitos de la 
epidermis. Se identificó como un antígeno de autoanticuerpos IgG en pacientes que 
sufren una enfermedad autoinmune de la piel denominada “penfigoide ampollar” 
(Stanley, 1993). BPAG1e contiene un dominio plakina en la región N-terminal, pero 
carece de un ABD. La región C-terminal contiene dos PRD de tipo B y C. Se ha 
descrito una isoforma neuronal aparentemente minoritaria, BPAG1n (distonina), que 
es similar a BPAG1e, con la única excepción de la presencia de un dominio de unión 
a actina (ABD) en el extremo N-terminal. 
 
MACF1 contiene sitios de unión a microfilamentos de actina en la región N-termi y a 
microtúbulos la región C-terminal, actuando como integrador de la dinámica de 
microtúbulos dependiente de actina (Kodama et al, 2003). El gen MACF1 es el 
homólogo en vertebrados del gen shortstop/kakapo de invertebrados. Este gen 
codifica dos isoformas mayoritarias MACF1a y MACF1b que son similares en 
estructura a BPAG1a y BPAG1b respectivamente (Lin et al, 2005) (Figura I1). 
MACF1 tiene una expresión ubicua localizándose los mayores niveles de expresión 
en tejido nervioso, músculo esquelético, miocardio y epidermis (Karakesisoglou et al, 
2000; Leung et al, 1999). 
 
Periplakina (195kDa) y envoplakina (210kDa) se identificaron como componentes de 
la envuelta córnea de los epitelios estratificados (Steinert et al, 1999) Se localizan 
también en desmosomas, asociados con los FI de los queratinocitos diferenciados 
de las capas suprabasales de la epidermis (Simon & Green, 1984) (Ruhrberg et al, 
1996a). El dominio central de envoplakina está flanqueado en la región N-terminal 
por un dominio plakina y en la región C-terminal por un dominio PRD de tipo C, éste 
último ausente en periplakina. 
 
Epiplakina se identificó como un autoantígeno en pacientes que sufrían de una 
enfermedad cutánea ampollar subepidérmica parecida al “penfigoide ampollar” 
(Fujiwara et al, 1996). A diferencia del resto de plakinas, la estructura de epiplakina 
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consiste exclusivamente en 16 dominios de repetición plakina (PRD) de tipo B 
(Spazierer et al, 2003) (Figura I1). 
 
2.- PLECTINA.- 
Plectina (Herrmann & Wiche, 1987) es una plakina prototípica, que se expresa en 
una amplia variedad de tejidos entre los que se incluyen: músculos, epitelios y 
tejidos neuronales (Wiche, 1998b) excepto en neuronas (Errante et al, 1994). 
Originalmente, esta proteína se identificó como un componente mayoritario de 
extractos enriquecidos en filamentos intermedios (FI) de células C6 de gliomas de 
rata (Pytela & Wiche, 1980). 
 
Plectina es una proteína muy versátil que entrecruza los componentes del 
citoesqueleto entre sí (Seifert et al, 1992; Svitkina et al, 1996) y se asocia con los 
tres sistemas que lo componen. Por un lado, se asocia a filamentos de actina 
(Sanchez-Aparicio et al, 1997; Seifert et al, 1992) jugando un papel importante en la 
regulación de la dinámica de éstos, a través de la vía del fosfatíl-inositol bifosfato 
(PIP2) (Andra et al, 1998). También interacciona con microtúbulos (Herrmann & 
Wiche, 1987; Svitkina et al, 1996) y con filamentos intermedios, conectando éstos a 
estructuras asociadas a membrana (Wiche, 1998b). Plectina juega un papel 
importante en la organización de los FI, entrecruzando entre sí FI de vimentina 
(Foisner et al, 1988; Wiche & Baker, 1982) y en la regulación de la dinámica de 
estos hacia la periferia (Steinbock et al, 2000). La región C-terminal alberga un sitio 
de unión a FI entre el PRD5 y el PRD6 (Nikolic et al, 1996) mientras que la cola C-
terminal a continuación del sexto PRD contiene sitios de unión a microtúbulos (Sun 
et al, 2001). 
 
En epitelios estratificados como la piel, plectina se localiza en la parte basal de los 
queratinocitos en contacto con la lámina basal (Wiche et al, 1984) formando parte de 
los hemidesmosomas (Gache et al, 1996; Hieda et al, 1992). La función de plectina 
en estos complejos es unir los FI de queratina a la lámina basal, a través de la 
interacción de plectina con la región citoplasmática de la subunidad β4 de la 
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integrina α6β4 y con el antígeno 2 del penfigoide ampollar (BPAG2 o BP180) (de 
Pereda et al, 2009b; Litjens et al, 2006). 
 
Se ha descrito la presencia de plectina en los desmosomas (Eger et al, 1997), que 
son complejos de adhesión entre célula-célula. Plectina también conecta la envuelta 
nuclear a los filamentos intermedios a través de la unión a nesprina-3α, en la 
membrana nuclear externa (Ketema et al, 2007; Wilhelmsen et al, 2005). Es un 
componente de las adhesiones focales de fibroblastos (Sanchez-Aparicio et al, 1997; 
Seifert et al, 1992) que se localizan en los extremos de fibras de estrés contráctiles 
que contienen actina/miosina (Abercrombie & Dunn, 1975; Burridge & Chrzanowska-
Wodnicka, 1996) y está implicada en la formación de sistema de FI de novo  y en el 
recambio de adhesiones focales (Burgstaller et al, 2010). 
 
En el músculo estriado, plectina se asocia con las líneas Z de los sarcómeros (Wiche 
et al, 1983) y se localiza en los costámeros, donde se asocia con FI de desmina y 
con componentes del complejo glicoproteico de la distrofina (Hijikata et al, 2008; 
Reipert et al, 1999; Rezniczek et al, 2007; Schroder et al, 1999). 
 
2.1.- Estructura del gen PLEC. 
En humanos, el locus de plectina se localiza cerca de la región del telómero del 
cromosoma 8, en la posición 8q24. El gen PLEC consiste en 32 exones que se 
extienden sobre 32kb a lo largo de la  banda q24 (Liu et al, 1996). Este gen contiene 
múltiples exones 1 alternativos (1, 1a, 1b y 1c) que codifican para una región de 
diferente longitud que precede al ABD (brazo N-terminal). Los exones 2-8 del gen de 
plectina codifican para el ABD, mientras que los exones 9-30 lo hacen para el 
dominio plakina. El dominio central y los dominios PRD están codificados cada uno 
por un único exón (31 y 32, respectivamente) de gran tamaño (3 y 6 kb 
respectivamente). 
 
En humanos se han identificado cuatro exones 1 alternativos que mediante 
procesamiento alternativo dan lugar a las variantes 1, 1a, 1b y 1c; de las cuales 1a y 
1c están presentes en queratinocitos (Andra et al, 2003). En rata y ratón se han 
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descrito cuatro y 11 exones 1, respectivamente (Elliott et al, 1997; Fuchs et al, 1999; 
Wiche, 1998a). La versatilidad de plectina reside en esta variedad de transcriptos 
que da lugar a isoformas que varían en la secuencia del extremo N-terminal (brazo 
N-terminal), la cual determina la diferente localización sub-celular de plectina (Fuchs 
et al, 1999; Rezniczek et al, 2003). Cada isoforma muestra diferentes preferencias 
en la unión a determinadas estructuras celulares, como hemidesmosomas, 
adhesiones focales, costámeros, mitocondrias, microtúbulos o líneas Z de los 
sarcómeros. 
 
Por otro lado, se ha descrito una variante de plectina que carece del dominio central 
a causa de un procesamiento alternativo que elimina el exón 31 (Fuchs et al, 2005). 
 
2.2.- Deficiencia en plectina. 
Defectos en la expresión de plectina causados por mutaciones recesivas 
autosómicas en el gen PLEC dan lugar a una severa enfermedad hereditaria de la 
piel conocida como “epidermolisis ampollar simple” (EBS) que puede aparecer 
asociada a distrofia muscular (EBS-MD) o a atrasia pilórica (EBS-PA) (Gache et al, 
1996; McLean et al, 1996; Pulkkinen et al, 1996). Además se ha descrito una 
mutación puntual en el dominio central (R2110W) que causa una variante 
autosómica dominante denominada EBS Ogna (Koss-Harnes et al, 2002). A nivel 
histológico las mutaciones en plectina que ligadas a EBS causan defectos en los 
hemidesmosomas, con ruptura del anclaje de los FI que causa la separación del 
tejido dentro de los queratinocitos basales (Pulkkinen et al, 1996). La inactivación del 
gen PLEC en ratón causa defectos severos en la piel que son letales tras el parto. 
La estructura de los hemidesmosomas no parece afectada en estos animales, pero 
se aprecia una reducción en su número, además de anormalidades en músculo 
esquelético y cardiaco (Andra et al, 1997). 
 
3.- HEMIDESMOSOMAS. 
Los hemidesmosomas (HDs) son complejos que median la adhesión de las células 
epiteliales a la membrana basal mediante la unión del sistema de FI de queratina a 
proteínas de la matriz extracelular contribuyendo a la resistencia mecánica de estos 
tejidos (Borradori & Sonnenberg, 1999; Koster et al, 2004). 
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En función de los componentes que forman estos complejos, se distinguen dos tipos 
de HDs: tipo I y  tipo II (Litjens et al, 2006). Los HDs de tipo I se localizan en epitelios 
complejos estratificados y pseudo-estratificados, como la piel y están formados por 
cinco proteínas, tres de ellas transmembrana: integrina α6β4 (Jones et al, 1991; 
Sonnenberg et al, 1991; Stepp et al, 1990), antígeno 2 del penfigoide ampollar o 
BP180 (Giudice et al, 1992) y tetraspanina CD151 (Sterk et al, 2000); y dos 
proteínas citoplasmáticas de la familia plakina: plectina (McLean et al, 1996; Wiche 
et al, 1991) y BPAG1e (BP230) (Stanley et al, 1988). Los epitelios simples como el 
intestino, contienen HDs de tipo II, que son más rudimentarios y que están formados 
únicamente por integrina α6β4 y plectina. (Figura I7) 
A pesar de que estos complejos median adhesiones estables, son estructuras 
dinámicas que se desensamblan cuando las células necesitan separarse de la 
membrana basal, durante los procesos de división, diferenciación o migración celular 
(Geuijen & Sonnenberg, 2002; Tsuruta et al, 2003). Una alteración en la correcta 
expresión de los componentes de los HDs produce fragilidad en la piel y da lugar a 
varios tipos de desórdenes epiteliales (Christiano & Uitto, 1996). 
 
 
 
 
Figura I7.- Organización estructural de los hemidesmosomas (A) Representación esquemática de 
los HDs que unen las células epiteliales a la membrana basal. (B).- Representación esquemática de 
los componentes de los HDs de tipo I y las interacciones que unen los receptores de adhesión al 
citoesqueleto de queratinas. 
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3.1.- La integrina α6β4. 
Las integrinas son una familia de receptores transmembrana que transmiten señales 
bidireccionales entre el citoplasma y la matriz extracelular (Hynes, 2002; van der 
Flier & Sonnenberg, 2001). Las integrinas son heterodímeros no covalentes 
formados por la combinación de subunidades  y . Estas subunidades son 
glicoproteínas transmembrana de tipo I que tiene una región extracelular de gran 
tamaño y colas citoplasmáticas generalmente cortas. 
 
La integrina α6β4 es un receptor de lamininas, con preferencia por la laminina-332 
(laminina 5) (Niessen et al, 1994; Sonnenberg et al, 1991; Stepp et al, 1990) la cual, 
es un componente importante de la membrana basal de la epidermis. En epitelios 
α6β4 se localiza en la cara basal de la membrana plasmática, donde forma parte de 
los HDs (Wilhelmsen et al, 2006). A diferencia de otras integrinas que se asocian a 
filamentos de actina, α6β4 lo hace a FI de queratina a través de otros componentes 
de los HDs como plectina y BP230. Además del papel que juega en la formación y 
función de los HDs, la integrina α6β4 también participa en el control del crecimiento 
celular (Mainiero et al, 1995), migración celular y tumorigénesis (Gambaletta et al, 
2000) y supervivencia de las células epiteliales y células tumorales (Bachelder et al, 
1999). 
 
En humanos, mutaciones en los genes que codifican para la subunidad α6 o la 
subunidad β4 causan epidermolisis ampollar junctional asociada con atresia pilórica 
(PA-JEB) (Niessen et al, 1996; Pulkkinen et al, 1997; Pulkkinen et al, 1998; 
Takizawa et al, 1997; Vidal et al, 1995). Esta enfermedad se caracteriza por 
fragilidad de la piel y ampollas, asociado con una separación de la dermis y la 
epidermis y la formación de HDs más rudimentarios (McMillan et al, 1998). En 
ratones, mutaciones en la región citoplasmática de la subunidad β4, da lugar a 
defectos en la formación de los HDs y adhesión celular (Murgia et al, 1998).  
 
3.1.1.- Estructura de la región citoplasmática de la subunidad β4. 
La región citoplasmática de la subunidad β4 es inusualmente larga (~1000 
aminoácidos) en comparación con los ~50 aminoácidos que contienen otras 
1.-Introducción 
 19
subunidades β de integrinas (Hogervorst et al, 1990; Suzuki & Naitoh, 1990; Tamura 
et al, 1990). Esta región citoplasmática muestra una estructura modular que contiene 
un dominio Calx-β con homología a los dominios de unión a calcio de los 
intercambiadores Na+-Ca+2 en la región N-terminal (May & Ponting, 1999; Schwarz & 
Benzer, 1997), cuatro dominios de Fibronectina de tipo III (FnIII-1,4) organizados en 
dos pares y separados por una región denominada "segmento conector" (SC) y una 
cola C-terminal (CCT) de ~85 aminoácidos que se encuentra a continuación del 
FnIII-4 (Figura I8A). 
Se conoce la estructura cristalográfica del dominio Calx-β (Alonso-García et al, 
2009) y de los dominios FnIII-1,2 de 4 (de Pereda et al, 1999). Estos dominios tiene 
una extensión de ~100 aminoácidos. El Calx-β y los dominios FnIII pertenecen a la 
superfamilia de dominios de inmunoglobulinas, sus estructuras están compuestas 
por dos láminas-β que forman un sándwich-β, si bien la conectividad de las hebras-β 
es diferente entre el Calx-β y los FnIII.  
La región citoplasmática de la subunidad β4 es responsable de la mayoría de las 
interacciones intracelulares de la integrina α6β4, incluyendo las interacciones con 
otros componentes de los HDs. La región de la subunidad de β4 que incluye el 
primer par de dominios de FnIII y los primeros 36 aminoácidos del segmento 
conector están implicados en la localización de β4 en los HDs (Niessen et al, 1997; 
Schaapveld et al, 1998; Spinardi et al, 1993). Esta región es necesaria y suficiente 
para la incorporación de plectina en los HDs (Niessen et al, 1997; Nievers et al, 
1998; Sanchez-Aparicio et al, 1997). 
 
3.2.- Interacción entre plectina y la integrina α6β4.  
La interacción entre plectina y α6β4 es esencial para el ensamblaje y la estabilidad 
de los HDs (Murgia et al, 1998; Nievers et al, 1998) y es un paso fundamental en la 
formación de estos complejos, ya que facilita la incorporación de otras proteínas, 
como BP180 y BP230 (Schaapveld et al, 1998). Los contactos entre plectina y la 
región citoplasmática de β4 tienen lugar en múltiples sitios. 
 
El sitio primario de unión se localiza en el ABD de plectina y una región de β4 que 
incluye los FnIII-1,2 y la región N-terminal del SC (Geerts et al, 1999; Rezniczek et 
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al, 1998). La interacción en solución en este sitio primario muestra una afinidad 
moderada, siendo la Kd ~30 M (de Pereda et al, 2009a; Garcia-Alvarez et al, 2003). 
La unión del ABD de plectina a β4 previene la asociación del ABD con filamentos de 
actina (Geerts et al, 1999). 
 
La resolución de la estructura cristalográfica del complejo por el ABD de plectina 
unido al FnIII-1,2 y la región N-terminal del SC de β4, reveló con detalle como se 
produce esta interacción e identificó los elementos críticos de ésta (Figura I8B) (de 
Pereda et al, 2009a). La mayor zona de contacto se establece entre el sub-dominio 
CH1 del ABD y el FnIII-2 de β4. Parte del SC forma parte de la interfase de unión, 
situándose entre el CH1 y el FnIII-2. El dominio Fnlll-1 proporciona contactos 
adicionales. Un pequeño fragmento de plectina que precede al CH1 también 
contacta con el FnIII-2 de β4; en cambio el sub-dominio CH2 no interacciona 
directamente con la integrina β4. 
 
La superficie de interacción de β4 se centra en los residuos básicos R1225, K1279 y 
R1281 del FnIII-2, que están enfrentados hacia una superficie ácida en el CH1 de 
plectina. Dos mutaciones puntuales en dos de estos residuos, R1225H y R1281W, 
causan formas no letales de epidermolisis bullosa (Nakano et al, 2001; Pulkkinen et 
al, 1998). Estas mutaciones destruyen puentes salinos intermoleculares esenciales y 
causan la inhibición de la interacción (Koster et al, 2001) (de Pereda et al, 2009a). 
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Figura I8.- Estructura del complejo plectina-β4.- (A)- Representación esquemática de la 
organización modular de plectina y la región citoplasmática de la integrina α6β4. Las regiones de 
ambas proteínas correspondientes al sitio primario de interacción, están representadas en amarillo, 
cuya estructura se muestra en el panel B. (B).- Representación en lazos en dos vistas ortogonales de 
la integrina β4 (en azul y naranja) unido a plectina (en rojo) (código PDB: 3F7P). Modificado a partir 
de (de Pereda et al, 2009a) 
 
 
Se han descrito sitios secundarios de unión a β4 en el dominio plakina de plectina 
(Koster et al, 2004). El segmento 284-1154 que corresponde aproximadamente a la 
region SR1-SR7 del dominio plakina interacciona con β4 en experimentos de dos 
híbridos en levaduras y en ensayos de co-inmunoprecipitación en lisados de células 
COS-7. El fragmento 1-606, que incluye el SR1-SR2 y parte del SR3, interacciona 
con un fragmento de β4 que incorpora la mutación R1228W, la cual inhibe la unión al 
ABD de plectina. Estas regiones del dominio plakina interaccionan con el extremo C-
terminal del SC de β4 y con otra región que incluye el dominio FnIII-4 y la cola C-
terminal (CCT) (Figura I9). 
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Figura I9.- Representación esquemática de los sitios de unión a plectina en la región 
citoplasmática de la integrina β4 
 
Estos sitios secundarios de unión no son esenciales ni suficientes para incorporar 
plectina a los HDs, aunque parecen desempeñan una función estabilizadora de la 
interacción. Se ha propuesto un modelo secuencial de la interacción entre plectina y 
β4. En una primera etapa plectina se incorpora a los HDs mediante la interacción 
con β4 a través del sitio primario de unión. Esta interacción induciría un cambio 
conformacional en la región citoplasmática de β4, a partir del cuál, los sitios 
secundarios situados en el SC y en la cola C-terminal (CCT) de β4 quedarían 
expuestos para interaccionar con el dominio plakina de plectina y con otras proteínas 
de los HDs como BPAG1e. 
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El objetivo general de esta tesis es profundizar en el conocimiento estructural 
del dominio plakina de plectina, como modelo para el resto de las plakinas, y 
analizar el papel de esta región en la interacción de plectina con otras proteínas. 
Para ello se han abordado los siguientes objetivos específicos: 
 
1. Elucidación de la estructura 3D de fragmentos del dominio plakina de plectina 
mediante cristalografía de rayos-x. 
 
2. Caracterización de la estructura en solución del dominio plakina de plectina 
mediante dispersión de rayos-x a bajo ángulo. 
 
3. Análisis de la contribución del dominio plakina de plectina a la interacción con la 
región citoplasmática de la subunidad β4 de la integrina α6β4 
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1.- PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES EN BACTERIA. 
Los fragmentos de plectina y de la integrina β4 humanas empleadas en este trabajo 
se produjeron de forma heteróloga en E.coli. El siguiente esquema resume la 
estrategia empleada para la construcción de los vectores de expresión (Figura M1). 
 
Figura M1.- Estrategia seguida para la producción de proteínas recombinantes del dominio 
plakina de plectina y de la región citoplasmática de β4. 
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1.1.- Vectores empleados. 
Para la expresión de proteínas en E.coli se utilizó el vector pET15b (Novagen) y un 
derivado de éste denominado pETV15b (Alonso-García et al, 2009).  
Estos vectores contienen: 
1.- Un gen de resistencia a ampicilina (Ampr), que permite seleccionar las 
colonias que incorporan el vector en un medio selectivo. 
2.- El promotor T7 específico de la T7 RNA polimerasa, la cual es inducible 
con IPTG en la cepa BL21 (DE3). 
3.- Una secuencia que en el caso del vector pET15b codifica para una cola de 
seis His seguida de una secuencia reconocida por trombina. El vector pETEV15b se 
diferencia en que codifica una cola de ocho His seguida por una secuencia 
reconocida por la proteasa TEV del virus del grabado del tabaco (Figura M2). 
4.- Una secuencia con sitios de corte único por las enzimas de restricción 
NdeI, XhoI y BamHI, utilizados para insertar los cDNA de interés. 
De manera rutinaria se utilizó el vector pETEV15b. En ambos casos cuando el 
producto expresado se digiere con la correspondiente proteasa, el polipéptido GSHM 
permanece en el extremo N-terminal de la proteína. 
 
Figura M2.- Secuencia de nucleótidos del vector pETEV15b.- Se representan los sitios de 
reconocimiento para las enzimas de restricción NdeI y BamHI, el sitio de reconocimiento para la 
proteasa TEV y las secuencias del vector que hibridan con los oligonucleótidos T7 Promotor y T7 
Terminador. 
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1.2.- Cepas de E.coli. 
En este trabajo se emplearon las cepas de E coli DH5a y BL21(DE3)T1 según se 
indica en la Tabla M1 
 
Tabla M1.- Cepas de E.coli usadas para la construcción y expresión de proteínas  
Cepa bacteriana Uso 
DH5 Mantenimiento y producción de DNA 
BL21 (DE3)T1 Expresión de proteínas 
 
1.3.- Medios de cultivo. 
Medios líquidos: Los cultivos de E.coli se crecieron en el medio Terrific Broth (TB) 
(Sambrook et al, 1989), que está compuesto por: 12 g/l bacto-triptona, 24 g/l extracto 
de levadura, 0.4% (v/v) glicerol, 72 mM K2HPO4, 17 mM KH2PO4.  Alternativamente 
se utilizó el medio 2xYT, que está compuesto por: 16 g/l bacto-triptona, 10 g/l 
extracto de bacto-levadura y 5 g/l de NaCl, pH 7.0. 
Medios sólidos: Se utilizaron placas de medio sólido Luria-Bertani (LB), compuesto 
por: 10 g/l bacto-triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl, 15 g/l agar. 
Todos los medios se suplementaron con 100 mg/l de ampicilina.  
 
2.- TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR. 
2.1.- Purificación de DNA plasmídico. 
El aislamiento de los DNA plasmídicos a partir de E.coli se realizó empleando el 
sistema comercial “Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Alternativamente en las etapas finales del 
trabajo se utilizó el sistema “GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit” (Fermentas). 
 
2.2.- Electroforesis de DNA. 
Los plásmidos y los fragmentos de DNA se separaron mediante electroforesis en 
geles de agarosa entre 0.8 - 1.4 % (p/v). Los geles se prepararon en cubetas de 
6x10 cm (BioRad) empleando tampón TAE 1X (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA pH 
8), agarosa D-1 (Pronadisa) y 0.1 g/ml bromuro de etidio. Las muestras se 
mezclaron con tampón de carga (8X) compuesto por 50 % (v/v) glicerol, 25 mM 
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EDTA (pH 8.0) y 0.1 % azul de bromofenol. Como marcadores de peso molecular se 
utilizó el DNA 1kb ladder (Promega). Las electroforesis se realizaron en tampón TAE 
1X a voltaje constante. 
Cuando fue necesario purificar fragmentos de DNA, las bandas correspondientes se 
cortaron del gel y el DNA se extrajo empleando el sistema comercial “High Pure PCR 
Product Purification” (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
2.3.- Cuantificación de ácidos nucleicos. 
La concentración de DNA se determinó espectrofotométricamente midiendo la 
absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro Nanodrop (Thermo). Se utilizó un 
coeficiente de extinción molar de 50 (ng/μl)-1cm-1. 
 
2.4.- Secuenciación de DNA. 
La secuenciación de DNA se realizó en la Unidad de Genómica del Centro de 
Investigación del Cáncer de Salamanca. Se emplearon los oligonucleótidos T7 
promotor y T7 terminador (Tabla M2). En los casos de cDNAs de gran tamaño se 
utilizaron además oligonucleótidos específicos de β4 o plectina (Tablas M3 y M4).  
 
Tabla M2.- Oligonucleótidos genéricos utilizados para la secuenciación de cDNAs en vectores 
pET 
Oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido 
T7PROMOTOR       5´ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 3´ 
T7TERMINADOR      5´ GCT AGT TAT TGC TCA GCG G 3´ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla M3.- Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación de cDNAs de β4  
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Oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido 
 
B4-SEQ3500 
 
5’ CC GAA TCC GAA GCC CAC CTG C 3’ 
    S  Q   S   Q   A   H   L 
  3500 
 
B4-SEQ4000 5’ ATC GTG GAC GCC CAG AGC GGG 3´ 
    I   V   D   A   Q   S   G  
   4000   
 
B4-SEQ4500 
 
5’ T GAG CTG CAT CGG CTC AAC ATC 3’ 
   G  E   L   H   R   L   N   I 
  4500 
La numeración y nombre de los oligonucleótidos se corresponde con la secuencia de nucleótidos del cDNA de β4 
a partir del ATG inicial. 
 
 
Tabla M4.- Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación de cDNAs de plectina  
Oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido 
PLE1C SEQ-U412 
 
5´ ATC CTG GAG CGG GAG AAG CAG CTC CGC 3´ 
    I   L   E   R   E   K   Q   L   R 
                                   412 
PLE1C SEQ-U600 
 
5´ GAA TTC CGG GCC AAG ATC GAG 3´ 
    E   F   R   A   K   I   E 
                           600 
PLE1C SEQ-U800 
 
5´ GCC CAG GAC GAG AAG GAA CAG 3´ 
    A   Q   D   E   K   E   Q 
                           800 
PLE1C SEQ-U1000 
 
5´ AG CTG CTG CAG AGC CTG GAA C 3´ 
   Q   L   L   Q   S   L   E 
                          1000 
PLE1C SEQ-U1225 
 
5´ GCT GTG CTG GCC CAG ACC GAC TTG CGG 3´ 
    A   V   L   A   Q   T   D   L   R 
                                   1225 
 
 
2.5.- Clonación de cDNAs en vectores de expresión en E.coli. 
Los cDNAs correspondientes a las diferentes regiones del dominio plakina de la 
isoforma 1C de plectina humana (Uniprot Q15149-2) se amplificaron por PCR 
usando como molde la construcción JK4044 que contiene el cDNA que codifica los 
aminoácidos 1-2532, clonado en el vector pcDNA3-HA (Koster et al, 2004). Esta 
construcción contiene variaciones puntuales en la secuencia de nucleótidos respecto 
a la secuencia anotada en la base de datos UniProt, que son aceptadas como 
variaciones genéticas o polimorfismos. Estas variaciones son: D149N, A531V, 
D779V, S935S, D392D, R1177R, L1199V, V1211L, L1224V. 
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Los cDNAs de las regiones codificantes de la región citoplasmática de la integrina β4 
(Uniprot P16144-2) se amplificaron por PCR usando como molde el clon IMAGE 
3640058 que contiene el cDNA que codifica la región de nucleótidos 2273-5259, 
clonado en el vector pOTB7. 
Las amplificaciones de cDNA se llevaron a cabo con la DNA polimerasa Pfu 
(Stratagene) utilizando oligonucleótidos específicos de β4 (Tablas M5 y M6) o de 
plectina (Tablas M7 y M8). Los oligonucleótidos directos contienen secuencias de 
reconocimiento para las enzimas de restricción EcoRI o KpnI y NdeI, mientras que 
los oligonucleótidos reversos contienen un codón de terminación y sitios de 
reconocimiento para las enzimas de restricción BamHI y EcoRI. Los fragmentos de 
cDNA se digirieron con NdeI y BamHI y se clonaron en el vector pETEV15b o 
alternativamente en el vector pETEb. La ausencia de errores en los cDNAs se 
verificó mediante secuenciación.  
 
Tabla M5.- Oligonucleótido directo utilizado para la amplificación de fragmentos de cDNA de 
β4. 
Oligonucleótido directo Secuencia del oligonucleótido 
 
BETA4-U1126 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG GAC CTG GGC GCC CC 3’ 
         EcoRI   NdeI   D   L   G   A  P 
                      1126 
 
 
Tabla M6.- Oligonucleótidos inversos utilizados para la amplificación de fragmentos de cDNA 
de β4. 
Oligonucleótido inverso Secuencia del oligonucleótido 
 
BETA4-L1355 
 
5’ GCC GAA TTC GGA TCC CTA GCG TAG AAC GTC ATC G 3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop R   L   V   D   D 
                           1355 
 
BETA4-L1668 
 
5’ GCC GAA TTC GGA TCC CTA ATC CTG GGA CTC TAT G 3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop D   Q   S   E   I 
                           1668 
 
BETA4-L1710 5' GCC GAA TTC GGA TCC CTA GGT CGG CCC ATC CAC TAG G 3'          EcoRI   BamHI  STOP T   P   G   D   V   L  F    
                           1710 
 
BETA4-L1731 5' GCC GAA TTC GGA TCC CTA CAC AAA CTC CTG GGT CAC ATG 3'          EcoRI   BamHI  STOP V   F   E   Q   T   V   H 
                           1731 
 
BETA4-L1752 5' GCC GAA TTC GGA TCC CTA AGT TTG GAA GAA CTG TTG GT 3'          EcoRI   BamHI  STOP T   Q   F   F   Q   Q   D 
                           1752 
Tabla M7.- Oligonucleótidos directos utilizados para la amplificación de fragmentos de cDNA 
de plectina. 
Oligonucleótido directo Secuencia del oligonucleótido 
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PLE1C-U1 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG TCG GGT GAG GAC GCT GAG 3’ 
        EcoRI   NdeI    S   G   E   D   A   E 
                        1 
 
PLE1C-U300 
 
5’ TGA GGT ACC CAT ATG AGG GCC AAC GAG CTG 3’ 
        KpnI    NdeI    R   A   N   E   L 
                       300 
 
PLE1C-U543 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG GAG CTG GAG GAC TCC ACT C 3’ 
        EcoRI   NdeI    E   L   E   D   S   T 
                       543 
 
PLE1C-U640 
 
5’ TGA GGT ACC CAT ATG AGG TCC CTG GAG AGC 3’ 
        KpnI    NdeI    R   S   L   E   S    
                       640 
 
PLE1C-U749 
 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG GCT GCC TAC TTT CAG TTC TTC 3’ 
        EcoRI   NdeI    A   A   Y   F   Q   F   F 
                       749 
 
PLE1C-U750 
 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG GCC TAC GCT CAG TTC TTC TCA GAT GTG 3’ 
        EcoRI   NdeI    A   Y   A   Q   F   F   S   D   V 
                       750 
 
PLE1C-U914 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG CAC GTG GAC ATG AAG AGC CTT CTG 3’ 
        EcoRI   NdeI    H   V   D   M   K   S   L   L 
                       914 
 
PLE1C-U919 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG AGC CTT CTG GCC TGG CAG 3’ 
        EcoRI   NdeI    S   L   L   A   W   Q 
                       919 
 
PLE1C-U1004 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG CAG GAA GAG TCT CGC TGC 3’ 
        EcoRI   NdeI    Q   E   E   S   R   C 
                       1004 
 
PLE1C-U1107 
 
5' TGA GAA TTC CAT ATG CTG TCT GCC ATC TAC CTG GAG  
        EcoRI   NdeI    L   S   A   I   Y   L  E      
                       1107 
 
PLE1C-U1118 
 
5’ TGA GAA TTC CAT ATG ATC AGC CTG GTG ATC CGC 3’ 
        EcoRI   NdeI    I   S   L   V   I   R 
                       1118 
 
PLE1C-U1234 
 
5' TGA GAA TTC CAT ATG CGC CAG CTG CGT TAC TAC CGC  
        EcoRI   NdeI    R   Q   L   R   Y   Y   R  
                       1234 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla M8.- Oligonucleótidos inversos utilizados para la amplificación de fragmentos de cDNA 
de plectina. 
Oligonucleótido inverso Secuencia del oligonucleótido 
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PLE1C-L419 
 
5' TGA GAA TTC GGA TCC CTA CTC CAG CCT CTC AAA CTC 3´  
        EcoRI   BamHI  Stop E   L   R   E   F   E 
                           419 
PLE1C-L530 
 
5’ GCC GAA TTC GGA TCC CTA CAC CTG GGT TGC AGG  3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop V   Q   T   A   P    
                           530 
PLE1C-L647 
 
5' TGA GAA TTC GGA TCC CTA GCT GTG CAA GCT CTC CAG 3´  
        EcoRI   BamHI  Stop S   H   L   S   E   L    
                           647
PLE1C-L748 
 
5’ TGA GAA TTC GGA TCC CTA GTT CTC CTT CAG GTG TGC 3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop N   E   K   L   H   A 
                           748 
PLE1C-L918 
 
5’ TGA GAA TTC GGA TCC CTA CTT CAT GTC CAC GTG CAA C 
3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop K   M   D   V   H   L 
                           918 
PLE1C-L1003 
 
5’ TGA GAA TTC GGA TCC CTA TGC ACC CTG TTC CAG GC 3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop A   G   Q   E   L   S 
                           1003 
PLE1C-L1006 
 
5’ TGA GAA TTC GGA TCC CTA CTC TTC CTG TGC ACC CTG 
TTC 3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop E   E   Q   A   G   Q   E 
                           1006 
PLE1C-L1117 
 
5’ TGA GAA TTC GGA TCC CTA GGT CTT GAG CTT CTC CAG 3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop T   K   L   K   E   L 
                           1117 
PLE1C-L1123 
 
5’ TGA GAA TTC GGA TCC CTA GCG GAT CAC CAG GCT GAT 3’  
        EcoRI   BamHI  Stop R   I   V   L   S   I 
                           1123 
PLE1C-L1233 
 
5’ TGA GAA TTC GGA TCC CTA GCC CAG TTG CTC GAG CTC 3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop G   L   Q   E   L   E 
                           1233 
PLE1C-L1372 
 
5’ TGA GAA TTC GGA TCC CTA CTC CAT GCG CCG CAG AG 3’ 
        EcoRI   BamHI  Stop E   M   R   R   L   T 
                           1372 
 
 
2.5.1.- Clonación de fragmentos de plectina con deleciones internas. 
Los fragmentos de plectina que presentan deleciones internas: SR5-SR6∆SH3-A 
(aminoácidos 750-818-GSGSG-889-1006) y SR5-SR6∆SH3-B (aminoácidos 750-
818-GSG-889-1006) se construyeron mediante PCR.  
En una primera etapa se amplificaron las regiones correspondientes a los 
aminoácidos 750-818 y 889-1006. El fragmento 750-818 se amplificó usando el 
oligonucleótido directo U750 (Tabla M7) y el oligonucleótido reverso L818-GSGSG 
(para la construcción SR5-SR6∆SH3-A) o el oligonucleótido L818-GSG (para la 
construcción SR5-SR6∆SH3-B) (Tabla M9). De forma análoga el fragmento 889-
1006 se amplificó usando el oligonucleótido reverso L1006 (Tabla M8) y el 
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oligonucleótido directo U889-GSGSG (para la construcción SR5-SR6∆SH3-A) o el 
oligonucleótido U889-GSG (para la construcción SR5-SR6∆SH3-B) (Tabla M9). 
Estos oligonucleótidos no contienen sitios de reconocimiento para enzimas de 
restricción ni codón de terminación, sin embargo incluyen en su extremo 5´ una 
secuencia que codifica para cinco (GSGSG) o tres aminoácidos (GSG). 
En un segundo paso, los dos fragmentos que codifican los aminoácidos 750-818 y 
889-1006 se emplearon conjuntamente como molde en una nueva amplificación por 
PCR utilizando los cebadores U750 y L1006; de esta forma se obtuvieron los 
fragmentos correspondientes a las región 750-1006∆819-888. Estos fragmentos se 
introdujeron en el vector pETEV15b empleando los sitios de restricción NdeI y 
BamHI, tal como se ha descrito para el resto de construcciones. La secuencia 
correcta y la deleción de la región 819-888 se verificó por secuenciación completa 
del cDNA.  
 
Tabla M9.- Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de fragmentos de cDNA de 
plectina con deleciones internas. 
Oligonucleótido  Secuencia del oligonucleótido 
 
PLE1C-L818-GSG 
 
5’ CTG GTT CCC TGA TCC GAC GGC CTT GGC CCG CTT GGC 3’ 
Q   N   G   S   G   V   A   K   A   R   K   A 
                            818 
 
PLE1C-U889-GSG 
 
5’ GCC GTC GGA TCA GGG AAC CAG GAG GCC CAG GAG GCC 3’ 
A   V   G   S   G   N   Q   E   A   Q   E   A 
                            889 
 
PLE1C-L818-GSGSG 
 
5’ ACC GCT CCC TGA TCC GAC GGC CTT GGC CCG CTT GGC 3’ 
G   S   G   S   G   V   A   K   A   R   K   A 
                            818 
 
PLE1C-U889-GSGSG 
 
5’ GGA TCA GGG AGC GGT AAC CAG GAG GCC CAG GAG GCC 3’ 
G   S   G   S   G   N   Q   E   A   Q   E   A 
                           889 
 
2.6.- Mutagénesis puntual dirigida. 
La introducción de sustituciones puntuales en el cDNA de plectina se realizó 
mediante mutagénesis dirigida empleando el método Quick Change (Stratagene).  
Se partió de construcciones de plectina en el vector pETEV15b que se emplearon 
como molde en reacciones de PCR, en las que se utilizaron dos oligonucleótidos 
complementarios, directo e inverso, que contienen la mutación deseada. En la Tabla 
M10 se muestran las sustituciones puntuales que se han realizado y los 
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oligonucleótidos que se han empleado en cada caso. En estas reacciones se utilizó 
la DNA polimerasa Pfu Turbo (Stratagene). Los ciclos empleados en las PCR fueron 
típicamente: un ciclo de desnaturalización a 95º C durante 30 s, 17 ciclos que 
consisten en: 30 s a 95º C, 1 min a 55º C y extensión a 68º C durante 2 min por cada 
1000 pares de bases amplificadas. El DNA parental se eliminó mediante digestión 
con DpnI y el producto de la reacción se transformó en la cepa DH5 de E.coli. La 
correcta introducción de las mutaciones se verificó mediante secuenciación completa 
del cDNA de interés. 
 
Tabla M10.- Sustituciones puntuales en los clones de plectina y oligonucleótidos empleados. 
Mutación Oligonucleótido Secuencia del oligonucleótido 
G162C PLE1C-G162C-F 5’ CCC AAG CTG ACC CTT TGC CTC ATC TGG AC 3’ 
                       162 
 PLE1C-G162C-R 5’ GT CCA GAT GAG GCA AAG GGT CAG CTT GGG 3’                     162                          
C420A PLE1C-C420A-F 5’ TTT GAG AGG CTG GAG GCT CTT CAG CGC ATC G 3’ 
                       420 
 PLE1C-C420A-R 5’ GAT GCG CTG AAG AGC CTC CAG CCT CTC AAA C 3’                    420 
C620A PLE1C-C620A-F 5’ T GCC TAC CGT GAC GCC CTG GGT CGG CTG G 3’ 
                     620                
 PLE1C-C620A-R 5’ C CAG CCG ACC CAG GGC GTC ACG GTA GGC AC 3’ 
                     620          
C738A, 
C739A, 
C740A 
PLE1C-
C738/740A-F 
5'TGG ATG CTA CAG CTG GCC GCC GCT ATC GAG GCA CAC CTG 
AAG 3'                738 739 740 
 PLE1C-C738/740A-R 
5'T CAG GTG TGC CTC GAT AGC GGC GGC CAG CTG TAG CAT 
CCA GC 3'                 738 739 740 
 
 
3.- MÉTODOS GENERALES PARA EL ESTUDIO DE PROTEÍNAS. 
3.1.- Técnicas electroforéticas. 
Las muestras de proteínas se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante en 
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) siguiendo el método de Laemmli (Laemmli, 
1970) utilizando sistemas electroforéticos Mini-Protean (Bio-Rad).  
Los geles separadores se polimerizaron usando 9 - 13 % (v/v) acrilamida: 
bisacrilamida (37.5:1) en 375 mM Tris-HCl pH 8.8, 0.1 % (p/v) SDS, 0.05 % (p/v) 
persulfato amónico y 0.005 % (v/v) TEMED. El gel concentrador consistía en 4 % 
(v/v) acrilamida:bisacrilamida, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.1% (p/v) SDS, 0.01 % 
(m/v) persulfato amónico y 0.001 % (v/v) TEMED.  
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Las muestras se prepararon mezclándolas con un volumen igual de tampón de 
solubilización 2X que consiste en: 125 mM Tris-HCl pH 6.8, 4 % (p/v) SDS, 2 % (v/v) 
β-mercaptoetanol, 0.02 % (p/v) azul de bromofenol y 55 % (v/v) glicerol. Las 
proteínas se desnaturalizaron a 95º C durante 5 min. Las electroforesis se realizaron 
a intensidad constante, 15-20 mA, en tampón 25 mM Tris, 150 mM glicina y 0.1 % 
(p/v) SDS. Las proteínas se visualizaron mediante tinción con azul de Coomassie. 
Como marcadores de peso molecular se utilizaron los patrones preteñidos 
Precission Plus (Bio-Rad). 
 
3.2.- Cuantificación de proteínas 
La concentración de proteína se determinó espectrofotométricamente utilizando un 
espectrofotómetro U-2001 (HITACHI) a partir de la absorbancia a 280 nm. Los 
coeficientes de extinción molar se calcularon a partir de la secuencia de aminoácidos 
(Pace et al, 1995) empleando el servidor ExPASy (http://www.expasy.org) (Tablas 
M11 y M12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla M11.- Coeficientes de extinción molar de las proteínas de plectina. 
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Proteína M-1cm-1 (mg/ml)-1 cm-1 Proteína M-1cm-1 (mg/ml)-1 cm-1 
ABD 
(1-293) 36440 1.089 
SR5-SR6-∆SH3-B 
(750-818-GSG- 
889-1006) 
25440  1.134 
ABD-SR1 
(1-419) 62910 1.293 
SR6 
(919-1003) 15470  1.502 
ABD-SR2 
(1-530) 67380 1.100 
SR6-SR7 
(919-1117) 16960  0.736 
ABD-SR3 
(1-647) 82850  1.112 
SR6-SR7-B 
(919-1123) 16960  0.715 
ABD-SR4 
(1-748) 106340 1.233 
SR6-SR8 
(919-1233) 27960  0.770 
SR3-SR9a 
(543-1372) 101300  1.060 
SR6-SR8-B 
(914-1233) 27960  0.757 
SR3-SR4 
(543-748) 38960 1.610 
SR6-SR9 
(919-1372) 45380  0.861 
SR3-SR5 
(543-918) 55920 1.291 
SR6-SR9-B 
(914-1372) 45380 0.822 
SR3-SR6 
(543-1003) 71390 1.342 
SR7-SR8 
(1004-1233) 12490 0.472 
SR4-SR5 
(640-918) 40450  1.259 
SR7-SR9 
(1004-1372) 29910  0.698 
SR4-SR6 
(640-1003) 55920  1.331 
SR8-SR9 
(1118-1372) 28420 0.945 
SR5-SR6 
(749-1003) 32430  1.103 
SR8-SR9-B 
(1107-1372) 29910  0.954 
SR5-SR6-∆SH3-A 
(750-818-GSGSG- 
889-1006) 
25440   1.134  SR9 (1234-1372) 17420  1.036 
Los números entre paréntesis corresponden a la secuencia de aminoácidos de los fragmentos. 
a Esta proteína incluye en su extremo N-terminal una cola de 8-His, que consiste en la secuencia: 
MGSSHHHHHHHHSSGENLYFQ. 
 
 
Tabla M12.- Coeficientes de extinción molar de las proteínas de β4. 
Proteína M-1cm-1 (mg/ml)-1 cm-1 Proteína M-1cm-1 (mg/ml)-1 cm-1 
FnIII-1,2-SC 
(1126-1355) 41370 1.590 
FnIII-1,4-CCT-B 
(1126-1731) 71280 1.068 
FnIII-1,4 
(1126-1668) 69790 1.161 
FnIII-1,4-CCT-C 
(1126-1752) 71280 1.031 
FnIII-1,4-CCT-A 
(1126-1710) 71280 1.105    
Los números entre paréntesis corresponden a la secuencia de aminoácidos de los fragmentos. 
4.- EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS. 
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4.1.- Análisis de la expresión de proteínas en E coli. 
Como paso previo a la producción a gran escala de los diferentes fragmentos de 
plectina y β4 se analizó su expresión con el fin de determinar si las proteínas se 
producían de manera soluble. Para ello, se inocularon 25 ml de medio de cultivo 
líquido TB suplementado con ampicilina (100μg/ml) con una colonia de 
BL21(DE3)T1 que contenía el plásmido de interés. El cultivo se creció a 37º C en 
agitación, hasta alcanzar una D.O600 de 0.4-0.6. En este punto, se indujo la 
expresión de proteína de interés mediante la adicción de 0.2 mM isopropil--D-
tiogalactopiranosido (IPTG); la expresión se mantuvo durante 3 h a 37º C. 
Alternativamente, el cultivo se enfrió a 15º C y la expresión se indujo con 0.2 mM 
IPTG durante 12 h. 
Seguidamente, las células se recogieron por centrifugación a 18000 x g durante 15 
min a 4º C y se resuspendieron en 1 ml de 20 mM Tris-HCl pH 7.9, 500 mM NaCl, 5 
mM imidazol, 0.025% (p/v) NaN3 (solución A), suplementado con 0.1% (v/v) Tritón X-
100. Las células se lisaron mediante sonicación (4 pulsos de 10 s). El 
homogeneizado resultante se centrifugó a 16000 x g a 4º C durante 30 min, y el 
sobrenadante se decantó. El pellet se resuspendió en 1 ml de la solución A 
suplementada con 6M urea. La presencia de la proteína de interés en la fracción 
soluble (sobrenadante) o insoluble (pellet) se analizó mediante SDS-PAGE. 
 
4.2.- Purificación de proteínas. 
La expresión de proteínas a gran escala se realizó de forma similar a los ensayos 
descritos anteriormente, pero empleando entre 1,5 y 3 l de medio de cultivo. Las 
proteínas se purificaron a partir de la fracción soluble del lisado celular mediante una 
cromatografía de afinidad empleando una columna quelante de Ni+2 HisTrap HP de 5 
ml (GE Healthcare) y utilizando un equipo de cromatografía AKTA PrimeTM (GE 
Healthcare). Tras cargar la muestra, la columna se lavó extensamente con la 
solución A. Las proteínas se eluyeron con un gradiente de 9 a 80% de 20 mM Tris-
HCl (pH 7.9), 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, 0.025 % (p/v) NaN3 (solución B). Las 
fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE. Aquellas que contenían la proteína 
de interés se juntaron y se dializaron frente a 20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM 
NaCl y 0.025% (p/v) NaN3 durante 12 h a 4º C.  
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A continuación, la cola de His se escindió por digestión con una forma recombinante 
de la proteasa TEV que contiene una cola de poli-His. Los restos de proteína sin 
digerir, la cola de poli-His y la TEV se eliminaron mediante un segundo paso de 
cromatografía de afinidad. Las fracciones que contenían la proteína se sometieron a 
diálisis extensiva frente a la solución deseada. Por ejemplo, las muestras destinadas 
a ensayos de cristalización se equilibraron en 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM de 
NaCl, 1mm DTT. Las proteínas se concentraron mediante ultrafiltración utilizando 
celdas Amicón (Millipore) y membranas de 10 kDa de límite de separación. 
Finalmente, las muestras se centrifugaron a 149000 x g durante 30 min a 4º C. 
Cuando las muestras no se utilizaron inmediatamente, se dividieron en alícuotas, se 
congelaron mediante inmersión en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80º C. 
 
En la purificación de las proteínas de plectina que se utilizaron para los análisis 
mediante SAXS, se incluyó un paso de purificación adicional. Tras la segunda 
cromatografía de afinidad se realizó una cromatografía de exclusión molecular 
utilizando una columna Sephacryl S300 26/60 (GE Healthcare). La columna se 
equilibró en 20 mM NaPi (pH 7,5), 150 mM NaCl, 5 % (v/v) glicerol, 3 mM DTT y 
0.025% (p/v) NaN3. Antes de ser aplicadas a la columna, las muestras se 
concentraron hasta un volumen inferior a 5 ml y se centrifugaron a 4º C durante 30 
min a 16000 x g. Se utilizó un flujo de 1.2 ml/min y se recogieron fracciones de 4 ml. 
Las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE. Tras la cromatografía, las 
fracciones de interés se concentraron mediante ultrafiltración y se almacenaron 
como se ha descrito. 
 
Las proteínas que se expresaban como insolubles en los ensayos iniciales, se 
purificaron a partir de la fracción insoluble tras la lisis celular por sonicación.  
El pellet se solubilizó en la solución A suplementada con 6M Urea y se purificó 
mediante una cromatografía de afinidad en condiciones desnaturalizantes, 
empleando una columna quelante de Ni+2 HisTrap HP de 5 ml (GE Healthcare). Tras 
cargar la muestra, la columna se lavó extensamente con la solución A con 6 M Urea 
y la proteína se eluyó con un tampón 20 mM Tris-HCl (pH 7.9), 500 mM NaCl, 500 
mM imidazol, 0.025 % (p/v) NaN3, 6 M Urea. Posteriormente, la proteína se replegó 
3.-Materiales y métodos 
43 
por una dilución 50 veces en un tampón 20 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM NaCl y 
0.025% (p/v) NaN3,5 mM EDTA, 1 mM DTT, resultando en una concentración 
residual de Urea de 0.12 M. La proteína ya soluble se concentró y se dializó frente a 
20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl y 0.025% (p/v) NaN3 durante 12 h a 4º C.  
Todos los pasos restantes de purificación, como la digestión de la cola de poli-His y 
el segundo paso de cromatografía, se realizaron siguiendo el protocolo 
anteriormente descrito. 
 
5.- CRISTALOGRAFÍA. 
5.1.- Cristalización de proteínas. 
5.1.1.- Experimentos de cristalización: descripción general. 
Los ensayos iniciales de cristalización se llevaron a cabo mediante la técnica de 
difusión de vapor en gota sentada, utilizando placas de 96 pocillos MRC (Swissci). 
Las gotas se prepararon mezclando 1 μl de solución de proteína con 1 μl de solución 
madre de cristalización y se equilibraron frente a 80 μl de la solución de cristalización 
que se encontraba en el reservorio. Estos ensayos se realizaron a temperatura 
ambiente y a 4º C empleando las colecciones de soluciones de cristalización: Wizard 
I y II, Cryo I y II (Emerald BioSystems, WA), Salt Rx, Crystal Screen (Hampton 
Research, CA) y PACT (Newman et al, 2005), que incluyen un total de 432 
soluciones de cristalización. 
 
Una vez que se obtuvieron cristales en los ensayos iniciales, se realizaron 
experimentos para refinar y mejorar las condiciones de cristalización con el fin de 
obtener cristales adecuados para el estudio cristalográfico. Estos ensayos se 
realizaron mediante técnicas de difusión de vapor, empleando placas de 24 pocillos 
XRL (Molecular Dimensions) o Cryschem (Hampton Research) para experimentos 
en gota colgante o sentada, respectivamente. Partiendo de las soluciones 
identificadas en el cribado inicial, se variaron diversos parámetros como: 
concentración de precipitante o sal, pH del tampón, concentración de proteína, 
volumen de la gota o la proporción entre el volumen de proteína y el volumen de la 
solución de cristalización. 
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5.1.2.- Cristalización del fragmento SR3-SR4. 
Los cristales iniciales del fragmento SR3-SR4 (aminoácidos 543-748) se obtuvieron 
a 4º C con la solución número 41 de la colección de cristalización Crystal Screen 
(Hampton Research, CA) que consiste en 100 mM HEPES (pH 7.5), 20 % (p/v) PEG 
4000, 10 % (v/v) isopropanol. Los cristales que se utilizaron para resolver la 
estructura cristalográfica se obtuvieron mediante difusión de vapor en gota sentada, 
con gotas formadas por 3 μl de proteína a 30.9 mg/ml en tampón 10 mM Tris-HCl 
(pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT y 3 μl de la solución de cristalización 100 mM 
HEPES (pH 7.5), 17 % (p/v) PEG 4000, 8 % (v/v) isopropanol. Previamente a la 
toma de datos de difracción, los cristales se transfirieron a una solución 
crioprotectora que consistía en 100 mM HEPES (pH 7.5), 18 % (p/v) PEG 4000, 6 % 
(v/v) isopropanol, 20 % (v/v) glicerol y se enfriaron mediante inmersión en nitrógeno 
líquido. 
 
5.1.3.- Cristalización del fragmento SR4-SR5. 
En los ensayos iniciales de cristalización, se obtuvieron cristales del fragmento SR4-
SR5 (aminoácidos 640-918) con varias de las soluciones de PACT (Newman et al, 
2005) a 4º C. Los cristales aparentemente mejores se obtuvieron con la solución 
número 46, que consiste en 100 mM imidazol (pH 8.0), 10 % (p/v) PEG 8000, 200 
mM acetato de calcio. Tras refinar las condiciones de cristalización, los cristales 
empleados para resolver la estructura se obtuvieron con la técnica de difusión de 
vapor en gota colgante mezclando 3 μl de proteína a 15 mg/ml en tampón 10 mM 
Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT con un volumen igual de 100 mM 
imidazol (pH 7.2), 9 % (p/v) PEG 8000, 200 mM acetato de calcio, 2 mM DTT. Una 
vez que se obtuvieron cristales, las gotas se equilibraron durante 36 h frente a una 
solución que contenía dos veces la concentración de todos los componentes de la 
solución de cristalización: 200 mM imidazol (pH 7.2), 18 % (p/v) PEG 8000, 400 mM 
acetato de calcio, 4 mM DTT. Antes de tomar los datos de difracción, los cristales se  
transfirieron a una solución crioprotectora que consistía en 200 mM imidazol (pH 
7.2), 18 % (p/v) PEG 8000, 400 mM de acetato de calcio, 4 mM DTT, 20 % (v/v) 
glicerol. A continuación los cristales se congelaron por inmersión en nitrógeno 
líquido. 
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Los cristales de SR4-SR5 empleados para introducir átomos pesados se obtuvieron 
usando como solución de cristalización: 100 mM imidazol (pH 7.6), 10 % (p/v) PEG 
8000, 200 mM acetato de calcio, 2 mM DTT. Los cristales se incubaron durante 3.5 h 
en 100 mM imidazol (pH 7.6), 12 % (p/v) PEG 8000, 200 mM acetato de calcio, 1 
mM etilmercuriotiosalicilato (EMTS). El exceso de EMTS se eliminó durante las 
breves incubaciones en soluciones crioprotectoras que consistían en 12% (p/v) PEG 
8000, 200 mM acetato de calcio, 100 mM imidazol (pH 7.6) y concentraciones 
crecientes de glicerol hasta el 20 % (v/v). Posteriormente, los cristales se congelaron 
en nitrógeno líquido. 
 
5.1.4.- Cristalización del fragmento SR5-SR6∆SH3-A. 
Los ensayos iniciales de cristalización del fragmento SR5-SR6∆SH3-A (aminoácidos 
750-818-GSGSG-889-1006) se realizaron empleando una solución de esta proteína 
a 30 mg/ml en 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT. Se obtuvieron 
cristales a 4º C con la solución número 69 de la colección de cristalización PACT 
(Newman et al, 2005) que consiste en 20 % (p/v) PEG 3350, 200 mM tartrato de 
sodio y potasio. Los cristales obtenidos en estos ensayos iniciales fueron de un 
tamaño adecuado para el estudio cristalográfico. Como paso previo a la toma de 
datos, los cristales se transfirieron a una solución crioprotectora que consistía en 20 
% (p/v) PEG 3350, 200 mM tartrato de sodio y potasio, con concentraciones 
crecientes de glicerol hasta el 15 % (v/v); tras lo cual, los cristales se congelaron por 
inmersión directa en nitrógeno líquido. 
 
Para introducir átomos pesados en los cristales de SR5-SR6∆SH3-A, éstos se 
incubaron a 4º C en 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 20 % (p/v) PEG 3350, 200 mM tartrato 
de sodio y potasio y 1 mM EMTS durante 6 horas. El exceso de EMTS se eliminó 
durante la incubación en soluciones crioprotectoras que consistían en 20 % (p/v) 
PEG 3350, 200 mM tartrato de sodio y potasio, y concentraciones crecientes de 
glicerol hasta el 15 % (v/v). Posteriormente, los cristales se congelaron en nitrógeno 
líquido. 
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5.1.5.- Cristalización del fragmento SR5-SR6∆SH3-B. 
En los ensayos iniciales de cristalización del fragmento SR5-SR6∆SH3-B 
(aminoácidos 750-818-GSG-889-1006) se obtuvieron cristales con ~ 15 soluciones 
de la colección de PACT (Newman et al, 2005) a temperatura ambiente y a 4º C. De 
estos cristales iniciales, los de mejor apariencia macroscópica se obtuvieron a 4º C 
con una solución que consiste en: 100 mM Bis-Tris-propano (pH 6.5), 20 % (p/v) 
PEG 3350, 200 mM malonato de sodio. A partir de esta condición inicial, se refinaron 
las condiciones de cristalización. Los cristales que se utilizaron para la resolución 
estructural se obtuvieron mediante difusión de vapor en gota colgante mezclando 2 
μl de la proteína a 30 mg/ml en 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 
con un volumen igual de una solución de cristalización que consistía en 100 mM Bis-
Tris-propano (pH 6.0), 18 % (p/v) PEG 3350, 200 mM malonato de sodio. Los 
cristales se transfirieron a una solución crioprotectora que consistía en 100 mM Bis-
Tris-propano (pH 6.0) 19 % (p/v) PEG 3350, 200 mM malonato de sodio y 15 % (v/v) 
de glicerol, antes de ser congelados por  inmersión directa en nitrógeno líquido. 
 
5.1.6.- Cristalización del fragmento SR7-SR8. 
Los cristales iniciales del fragmento SR7-SR8 (aminoácidos 1004-1233) se 
obtuvieron a temperatura ambiente en la condición número 5 de la colección de 
PACT (Newman et al, 2005) que consiste en 20 % (p/v) PEG 3350, 200 mM NaF. 
Tras refinar las condiciones de cristalización, los cristales de SR7-SR8 se obtuvieron 
en experimentos de difusión de vapor en gota sentada en los que se mezclaron 3 μl 
de SR7-SR8 a 27 mg/ml en tampón 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM 
DTT, con un volumen igual de una solución que consistía en 17 % (p/v) PEG 3350, 
200 mM NaF. Antes de ser medidos, los cristales se transfirieron de manera 
secuencial a soluciones crioprotectoras que consistían en 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 
18 % (p/v) PEG 3350, 200 mM NaF y concentraciones crecientes de glicerol hasta el 
15 %. Los cristales se congelaron por inmersión directa en nitrógeno líquido. 
 
Los cristales del fragmento SR7-SR8 empleados para introducir átomos de mercurio  
se obtuvieron de forma similar a como se ha descrito empleando una concentración 
inicial de SR7-SR8 de 14.5 mg/ml y como solución de cristalización: 50 mM Tris-HCl 
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(pH 7.5), 20 % (p/v) PEG 3350, 200 mM NaF. Los cristales se incubaron durante 15 
horas a temperatura ambiente en esta solución de cristalización suplementada con 2 
mM EMTS. El exceso de EMTS se eliminó mediante una incubación breve en la 
solución de cristalización sin EMTS. Los cristales derivados se transfirieron a una 
solución crioprotectora que consistía en 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 20 % (p/v) PEG 
3350, 200 mM NaF e incrementos del 5 % (v/v) de glicerol hasta el 15 %. 
Posteriormente, los cristales se congelaron por inmersión directa en nitrógeno 
líquido. 
 
5.1.7.- Cristalización del fragmento SR7-SR9. 
Se obtuvieron cristales del fragmento SR7-SR9 (aminoácidos 1004-1372) a 
temperatura ambiente con ~20 condiciones de cristalización de la colección de 
PACT (Newman et al, 2005). Los mejores cristales se obtuvieron con la condición 
número 71 que consiste en 100 mM Bis-Tris-propano (pH 7.5), 20 % (p/v) PEG 
3350, 200 mM tartrato de sodio y potasio. Tras refinar las condiciones de 
cristalización los cristales empleados en los estudios cristalográficos se obtuvieron 
en experimentos de difusión de vapor (gota colgante) en los que se mezclaron 3 μl 
de proteína a 12 mg/ml en 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT con 2 
μl de una solución de cristalización que consistía en 100 mM Bis-Tris-propano (pH 
8.0), 16 % (p/v) PEG 3350, 300 mM tartrato de sodio y potasio. Antes de ser 
medidos, los cristales se transfirieron a soluciones que consistían en 100 mM Bis-
Tris-propano (pH 7.5), 19 % (p/v) PEG 3350, 250 mM tartrato de sodio y potasio, con 
concentraciones crecientes de glicerol en incrementos del 5 % hasta alcanzar el 20 
%; ésta última actuó como solución crioprotectora. 
 
 
 
 
 
5.2.- Adquisición y tratamiento de datos de difracción. 
5.2.1.- Equipos de difracción y fuentes de radiación. 
En este trabajo se han utilizado las siguientes fuentes de rayos-x: 
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• Generador de rayos-x de ánodo rotatorio: Se ha utilizado un equipo de difracción 
que se encuentra en el Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca (CSIC-
USAL). Este difractómetro consiste en un generador de ánodo rotatorio de cobre 
Microstar-H (Bruker AXS) que produce radiación con una longitud de onda de 1.5418 
Å, un sistema óptico Helios y un detector mar345dtb (MarResearch GmbH) de tipo 
image plate. El equipo dispone además de un sistema criogénico Cryostream Serie 
700 (Oxford Cryosystems) que mantiene la muestra a 100 K durante la toma de 
datos. Este equipo se utilizó para la toma de los datos de todos los cristales con 
excepción de los cristales del fragmento SR7-SR9. 
• Radiación sincrotrón: La colección de datos de difracción del fragmento SR7-SR9 
del dominio plakina de plectina se realizó en la línea ID 14.2 del ESRF (European 
Synchrotron Radiation Facility) (Grenoble, Francia), utilizando una longitud de onda 
de 0.993 Å. Como sistema de detección se utilizó una cámara CCD Quantum 4 
(ADSC) y la temperatura de trabajo fue de 100 K. 
 
5.2.2.- Procesado de los datos de difracción. 
De forma general las intensidades de difracción se indexaron e integraron con los 
programas XDS y XSCALE (Kabsch, 1993). Las intensidades se convierten en 
módulos de amplitud de factores de estructura, con el programa XDSCONV que 
emplea el método de French y Wilson (French & Wilson, 1978). Este programa 
convierte los datos de reflexión obtenidos por XSCALE en un formato apropiado 
para ser utilizados con los programas de la suite de CCP4. Los datos se 
transformaron en el formato MTZ empleando los programas F2MTZ y CAD de CCP4 
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994). 
Los cristales del fragmento SR7-SR9 produjeron un patrón de difracción 
marcadamente anisotrópico. En este caso los datos se indexaron e integraron con el 
programa MOSFLM (Leslie, 1992) que permite definir límites de resolución 
anisotrópicos y se escalaron con el programa SCALA del paquete CCP4 
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994). 
5.2.3.- Caracterización inicial de los cristales a partir de los datos de difracción. 
Se estimaron el número de moléculas presentes en la unidad asimétrica de los 
cristales mediante la estimación del coeficiente de Matthews (VM) y del contenido del 
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solvente empleando el programa MATTHEWS_COEF (Kantardjieff & Rupp, 2003) de 
la suite CCP4 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994) 
Se calcularon las funciones de auto-rotación con el programa GLRF (Tong & 
Rossmann, 1997). Se empleó una convención de ortogonalización estándar 
(AXABZ) en la que el eje cartesiano x es paralelo al eje a, el eje y es paralelo al eje b 
y el eje z es paralelo al eje c. Se calcularon mapas nativos de Patterson empelando 
el programa FFT (Fast Fourier Transform) (Read & Schierbeek, 1988) de CCP4 
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994). 
 
5.3.- Resolución de estructuras: faseado. 
La resolución de la estructura cristalográfica de una proteína, supone obtener una 
imagen de la función de distribución de densidad electrónica a partir del patrón de 
difracción. La densidad electrónica es la transformada de Fourier del patrón de 
difracción. 
Los factores de estructura (Fhkl) que forman el patrón de difracción se pueden 
expresar como: 
hkli
hklhkl eFF
  
Donde |Fhkl| es la amplitud, que a su vez es la raíz cuadrada de la intensidad 
observada (Ihkl) y hkl es la fase. Durante los experimentos de difracción se pierde la 
información de las fases de los factores de estructura, lo cual impide calcular la 
función de densidad electrónica exclusivamente a partir de los datos de intensidad 
de las reflexiones. Esto constituye el “problema de la fase” en cristalografía. Para 
resolver las estructuras cristalográficas de los fragmentos de plectina se han 
empleado dos métodos de faseado: reemplazo molecular y reemplazo isomórfico 
simple con dispersión anómala. 
 
5.3.1.- Reemplazo molecular. 
Las estructuras de los fragmentos SR3-SR4, SR5-SR6∆SH3-B y SR7-SR9 se 
resolvieron mediante reemplazo molecular empleando el programa PHASER 
(McCoy et al, 2007) dentro de la suite de programas CCP4 (Collaborative 
Computational Project Number 4, 1994). En la búsqueda se emplearon dos tipos de 
modelos. Cuando se dispuso de una estructura previa total o parcial del fragmento 
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de interés, ésta se empleó como modelo de búsqueda. En los casos en los que sólo 
se conocía la estructura de regiones homólogas en otras proteínas se construyeron 
modelos de tipo "mixtos" utilizando el servidor SCWRL (Canutescu et al, 2003). En 
estos modelos "mixtos" se mantuvieron las conformaciones de las cadenas laterales 
de los residuos idénticos en ambas secuencias, mientras que los residuos no 
conservados se modelaron como Ser con la excepción de los residuos de Gly y Ala. 
 
5.3.2.- Reemplazo isomórfico simple con dispersión anómala (SIRAS). 
Las estructuras de los fragmentos SR4-SR5, SR5-SR6∆SH3-A y SR7-SR8 se 
fasearon mediante SIRAS. En todos los casos se emplearon datos de un cristal 
nativo y datos de un cristal tratado con el compuesto mercurial EMTS. Los datos de 
difracción se tomaron empleando un difractómetro de ánodo rotatorio de cobre. La 
elucidación de las sub-estructuras de los átomos de Hg y el cálculo de las fases 
iniciales a partir de éstas se realizaron con los programas SHELXC/D/E (Sheldrick, 
2002) empleando la interfaz gráfica HKL2MAP (Pape & Schneider, 2004). Las 
posiciones de los átomos de Hg con mayor ocupación que se encontraron con 
SHELXD y las distribuciones de probabilidad de sus fases se refinaron 
posteriormente con el programa autoSHARP (Bricogne et al, 2003). Este proceso 
permitió identificar sitios de átomos pesados adicionales con menor ocupancia. Las 
fases obtenidas con SHARP se mejoraron y se extendieron utilizando los programas 
SOLOMON (Abrahams & Leslie, 1996) y DM (Cowtan, 1994). Las fases 
experimentales así obtenidas permitieron el cálculo de mapas de densidad 
electrónica interpretables. 
 
5.4.- Refinado de las estructuras cristalográficas. 
Las estructuras se refinaron con el programa PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005) 
empleando funciones de máxima probabilidad (maximum likelihood) (Afonine et al, 
2005). Durante el refinado se monitorizó el factor de desacuerdo R (Rwork) que 
compara las amplitudes observadas (Fobs) con las amplitudes calculadas a partir del 
modelo (Fcal): 
3.-Materiales y métodos 
51 







 
 

)(
)(100
hkl
hkl
Fobs
FcalcFobs
R  
Un 5% de los datos de difracción se excluyeron del refinado, y se utilizaron para 
calcular el valor de Rfree. 
Cuando la estructura cristalográfica se resolvió mediante la técnica de reemplazo 
molecular, inicialmente se realizó un refinado de cuerpos rígidos. En las fases 
iniciales también se empleó el método de recocido simulado (simulated annealing). 
En etapas más avanzadas se realizó: (i) refinado de las posiciones atómicas, (ii) 
refinado de valores B o parámetros de desplazamiento atómico (ADP) isotrópicos 
individuales y (iii) refinado de ADPs según un modelo de translación, libración y 
desplazamiento helicoidal (TLS) de cuerpos pseudo-rígidos (grupos TLS) 
(Schomaker & Trueblood, 1968; Winn et al, 2001). Los grupos TLS se identificaron a 
partir del análisis de los valores de los ADPs de las estructuras empleando el 
servidor TLS Motion Determination (Painter & Merritt, 2006). En el refinado de las 
estructuras a media y baja resolución se incluyeron restricciones de simetría no 
cristalográfica.  
De manera habitual, los ciclos de refinado se alternaron con la inspección y 
modificación manual del modelo con el programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004). 
Se emplearon mapas 2mFobs-DFcalc y mFobs-DFcalc; también se emplearon 
mapas promediados a partir de múltiples modelos en los que se introdujeron 
desplazamientos atómicos aleatorios (mapas averaged kick) (Praznikar et al, 2009). 
 
5.5.- Análisis de la geometría de las estructuras cristalográficas. 
La geometría de las estructuras se analizó mediante el programa MOLPROBITY 
(Davis et al, 2007) (http://molprobity.biochem.duke.edu/) y con las utilidades del 
programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004).  
 
 
 
5.6.- Análisis de estructuras. 
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La identificación de los pares de aminoácidos que podrían formar puentes disulfuro 
se realizó con el programa SSBOND (Hazes & Dijkstra, 1988). Las superposiciones 
de las estructuras cristalográficas se realizaron con el programa LSQKAB de CCP4 
(Collaborative Computational Project Number 4, 1994). La identificación de dominios 
dinámicos y de los movimientos que relacionan diferentes conformaciones de un 
determinado fragmento se realizó comparando pares de estructuras con el programa 
DynDom (Hayward & Berendsen, 1998). Las figuras de las estructuras 
cristalográficas se realizaron con el programa PyMOL (DeLano, 2002). 
 
 
6.- DISPERSIÓN DE RAYOS-X A BAJO ÁNGULO (SAXS). 
La dispersión de rayos-x a bajo ángulo o SAXS (Small Angle X-ray Scattering) es 
una técnica física que se permite analizar la estructura de macromoléculas en 
solución. Esta técnica analiza la dispersión de rayos-x producida por una solución de 
una macromolécula al paso de un haz monocromático a través de ella, a ángulos 
muy próximos a cero (típicamente entre 0.1º y 10º). Mediante esta técnica se obtiene 
un perfil de dispersión en el que se representa la intensidad de dispersión I en 
función del vector de dispersión q, cuyo módulo es: 
q=4πsinθ/λ 
 
Donde 2θ es el ángulo entre el rayo incidente y el detector (ángulo de dispersión) y λ 
la longitud de onda de los rayos-x. El perfil de dispersión de una muestra 
homogénea puede derivarse de la distribución de densidad electrónica de la 
partícula: 
 
Donde Dmax es la dimensión linear máxima de la partícula y P(r) es la función de 
distribución de distancias inter-atómicas. 
El tamaño medio de la partícula se puede estimar mediante la ecuación de Guinier 
(Guinier & Fournet, 1955) que utiliza datos de dispersión a bajo ángulo. 
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Donde I(0) es la intensidad de dispersión extrapolada a ángulo cero y Rg es el radio 
de giro. La aproximación de Guinier es válida para valores 0.8 < qRg < 1.2. El Rg de 
la partícula se obtiene directamente de la pendiente de la región lineal obtenida al 
representar Ln [ I(q)] frente a q2. 
A partir de la transformada de Fourier del perfil de dispersión de SAXS se calcula la 
función de distribución de distancias inter-atómicas (P(r)), que es una representación 
de las distancias de todos los pares de electrones dentro de la partícula dispersada. 
La P(r) proporciona información estructural sobre la forma global de las partículas, 
de tal manera que las moléculas globulares son distinguibles de las moléculas que 
presentan una forma alargada. A partir de esta función, se estiman parámetros 
estructurales, como la Dmax de la partícula y se calcula el Rg de la molécula. 
En el gráfico de Kratky (Glatter & Kratky, 1982) se representan los datos de 
dispersión (q) frente a I(q)*q2. Esta representación se utiliza habitualmente para 
analizar o inspeccionar visualmente la conformación de las proteínas o el correcto 
plegamiento de éstas. 
 
6.1.- Preparación de las muestras para el análisis mediante SAXS. 
Las muestras de los fragmentos de plectina que se analizaron mediante SAXS se 
equilibraron en 20 mM NaPi (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.025 % (p/v) NaN3, 3 mM DTT 
y 5 % (v/v) glicerol. Este tampón contiene DTT y glicerol para minimizar los daños 
causados por la radiación en las muestras (Kuwamoto et al, 2004).  
 
6.2.- Recogida de datos de dispersión de rayos-x a bajo ángulo. 
Las medidas de dispersión de rayos-x a bajo ángulo de los fragmentos de plectina 
se llevaron a cabo en la estación cSAXS de la fuente de radiación sincrotrón Swiss 
Light Source (SLS), Villigen (Suiza). La cámara de detección utilizada fue PILATUS 
2M Dectris Ltd, con una distancia de la muestra al detector de 2.15 m, de tal manera 
que se cubrió un rango de vector de dispersión (q=4πsinθ/λ) de 0.015 a 0.5 Å-1. La 
energía del haz de rayos-x se ajustó a 12 KeV (λ = 1.0 Å). 
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Las medidas de SAXS de las muestras se llevaron a cabo en capilares de 
borosilicato de 1 mm de diámetro (Hilgenberg GMBH), usando un soporte de cobre 
termostatizado diseñado en el laboratorio. La temperatura de la muestra fue de 10º 
C ± 1º C. Se analizaron entre tres y cinco concentraciones de cada proteína, en un 
rango de 1 - 15 mg/ml. Las muestras se prepararon mediante dilución seriada (1:2) 
de la solución más concentrada, utilizando el mismo tampón en que estaban 
equilibradas las proteínas. Los perfiles de dispersión se registraron cada 0.5 s para 
un tiempo total de exposición de 30 s. Los daños por radiación se minimizaron 
utilizando celdas oscilantes, de tal manera que la muestra se expuso a la radiación 
en 10 posiciones diferentes dentro del capilar, con una distancia entre dos 
posiciones consecutivas de 0.5 mm. Las imágenes que presentaron daño por 
radiación se eliminaron antes de que los datos fuesen procesados. Los datos se 
normalizaron por la intensidad del haz y la respuesta del detector. La dispersión del 
tampón se restó a la dispersión de la muestra, usando una medida registrada en las 
mismas condiciones pero sin proteína. 
 
6.3.- Procesado de los datos de dispersión de rayos-x a bajo ángulo (SAXS). 
El procesado de los datos de dispersión se llevó a cabo utilizando el conjunto de 
programas del paquete ATSAS 2.3 (Konarev et al, 2006). El análisis del perfil de 
dispersión experimental, la substracción de la dispersión del tampón, el escalado por 
la concentración y la extrapolación a dilución infinita, se realizaron con el programa 
PRIMUS (Konarev et al, 2003). El valor del Rg se calculó a partir de la aproximación 
de Guinier con el programa PRIMUS (Konarev et al, 2003) La función de distribución 
de distancias inter-atómicas (P(r)) se calculó con el programa GNOM (Svergun, 
1992). A partir de esta función se estimó la Dmax y el Rg de la molécula. 
 
6.4.- Modelado de envueltas ab initio de SAXS.  
A partir de los perfiles de dispersión unidimensional experimental se calcularon 
estructuras tridimensionales a baja resolución mediante métodos ab initio 
implementados en los programas de modelado DALAI_GA (Chacon et al, 2000) y 
DAMMIF (Franke & Svergun, 2009). Estos programas crean un modelo de bolas 
(dummy atom model) tomando como referencia una esfera con un diámetro igual a 
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la distancia máxima de la molécula (Dmax) y rellenan con bolas un volumen 
correspondiente a la dispersión experimental de la muestra. 
Con cada programa se generaron típicamente 10 modelos independientes que se 
compararon entre sí mediante superposición y alineamiento con el programa 
SUPCOMB20 (Kozin & Svergun, 2000). El parámetro NSD (discrepancia real 
normalizada) (Kozin & Svergun, 2001) se utilizó para caracterizar las diferencias 
entre modelos que presentan la misma resolución. En modelos idénticos, el valor de 
NSD es cero. El modelo que presenta el valor más bajo de NSD se utilizó como 
referencia, mientras que los modelos que presentan un valor de NSD superior a la 
media y 2 veces la desviación estándar se eliminaron del análisis. A partir de los 
modelos alineados se empleó el programa DAMAVER (Volkov & Svergun, 2003) 
para calcular una estructura promedio que representa el volumen más poblado 
dentro de cada grupo de modelos.  
La representación volumétrica de las envueltas modeladas de SAXS se realizó 
mediante el programa SITUS 2.5 (Wriggers et al, 1999). 
 
6.5.- Construcción de modelos atómicos del dominio plakina.  
Los modelos atómicos del dominio plakina de plectina se construyeron a partir de las 
posiciones atómicas de las estructuras cristalográficas de los fragmentos que lo 
componen. Para construir estos modelos, las estructuras cristalográficas se 
superpusieron en las regiones que comparten mediante el programa LSQKAB de 
CCP4 (Collaborative Computational Project Number 4, 1994).  
 
6.6.- Cálculo del perfil teórico de SAXS y parámetros estructurales. Ajuste de 
los datos teóricos a los datos experimentales. 
A partir de los modelos o estructuras atómicas se calcularon los perfiles de 
dispersión teóricos y el Rg utilizando el programa CRYSOL (Svergun et al, 1995). 
Los perfiles de dispersión teórico se ajustaron a los correspondientes perfiles de 
dispersión experimental.  
La calidad del ajuste del perfil teórico al perfil experimental se determinó a partir de 
la función de discrepancia normalizada 2  (Svergun et al, 1995). Este parámetro se 
calcula a partir de la siguiente ecuación.  
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Donde c es el factor de escalado, I(qi)exp , I(qi)calc es la intensidad del perfil 
experimental y del perfil teórico respectivamente; y σ(qi) es el error experimental. 
Valores de esta función cercanos a cero se corresponden con un buen ajuste entre 
los datos de dispersión experimental y los datos de dispersión teóricos calculados a 
partir del modelo. La P(r), la Dmax teórica y el Rg teórico se calcularon a partir de las 
estructuras atómicas utilizando el programa HYDROPRO (Garcia De La Torre et al, 
2000). 
 
6.7.- Ajuste de las estructuras a alta y baja resolución. 
Los modelos atómicos o en su caso las estructuras cristalográficas del dominio 
plakina, se ajustaron automáticamente dentro del volumen de las envueltas 
experimentales de SAXS, usando el programa SUPCOMB20 (Kozin & Svergun, 
2000) 
 
7.- ENSAYOS BIOQUÍMICOS. 
7.1.- Ensayos de la interacción plectina-β4 basado en fluorescencia. 
7.1.1.- Marcaje de fragmentos de plectina con 1,5-I-AEDANS. 
En los ensayos de fluorescencia se utilizaron proteínas mutantes de plectina, en las 
que se sustituyeron las Cys presentes en la secuencia silvestre: (C420, C620, C738, 
C739 y C740) por Ala y se incorporó la sustitución G162C (de Pereda et al, 2009a). 
Estas proteínas se marcaron con la sonda fluorescente 1,5-I-AEDANS (Haran et al, 
1992). Soluciones de proteína a 100 μM en 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl 
se incubaron durante 2 horas a 4º C con un exceso de 20 veces en concentración 
molar de 1,5-I-AEDANS. A continuación, la reacción se detuvo añadiendo DTT en un 
exceso 10 veces superior a la concentración de 1,5-I-AEDANS y se incubó durante 1 
hora a 4º C. El exceso de reactivo se eliminó mediante diálisis extensivas frente a 20 
mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl. Las proteínas marcadas se concentraron 
mediante ultrafiltración, se congelaron por inmersión en nitrógeno líquido y se 
almacenaron a -80º C hasta el momento de su utilización. 
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La concentración de 1,5-I-AEDANS en las muestras marcadas se determinó 
espectrofotométricamente empleando los coeficientes de extinción molar 
ε336nm=6100 M-1cm-1 y ε280nm= 1060 M-1cm-1. El grado de marcaje promedio fue de 
1.1 ± 0.1 moléculas de 1,5-I-AEDANS por molécula de plectina. 
 
7.1.2.- Ensayo de fluorescencia y determinación de la afinidad de la interacción 
plectina-β4. 
La interacción entre β4 y plectina se monitorizó midiendo cambios en la intensidad 
de fluorescencia de la sonda 1,5-I-AEDANS unida selectivamente a fragmentos de 
plectina 1C que llevan la sustitución G162C. 
Las medidas de fluorescencia del 1,5-I-AEDANS se realizaron en un 
espectrofluorímetro FluoroMax-3 (HORIBA-Jobin-Yvon) a 25º C. La longitud de onda 
de excitación fue 340 nm (0.5 nm de ancho de banda) y la de emisión 475 nm (5 nm 
de ancho de banda).  
Soluciones de plectina-1,5-I-AEDANS a una concentración 4 μM en 20 mM Tris-HCl 
(pH 8.0), 150 mM NaCl se titularon por la adición secuencial de soluciones 
concentradas de proteínas de β4. La intensidad de la fluorescencia se corrigió por la 
dilución, siendo el volumen total añadido de β4 inferior al 12 % del volumen inicial. 
Los valores de la constante aparente de disociación (Kd) de la interacción plectina-
β4, se determinaron ajustando la siguiente ecuación que corresponde a un modelo 
de unión con una estequiometría 1:1 (de Pereda et al, 2009a). 
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En esta ecuación, [Ple]T es la concentración total de plectina-1,5-I-AEDANS, [β4]T es 
la concentración total de β4 añadida e I es la intensidad de la fluorescencia 
observada. 
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7.2.- Análisis de la estabilidad térmica de proteínas basado en fluorescencia. 
La desnaturalización térmica de la proteína se monitorizó usando un ensayo de 
termofluor (Pantoliano et al, 2001), en el que se miden los cambios de la intensidad 
de la fluorescencia de la sonda Sypro Orange (Invitrogen) en función de la 
temperatura. Se analizaron muestras (25 µl) que incluyen la proteína de interés a 
0.25 mg/ml en 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM de NaCl y la sonda Sypro Orange a 
una concentración 10X (unidades del fabricante). Estas soluciones estaban 
suplementadas con diversas concentraciones de CaCl2 (0.1, 1, 10 y 100 mM) o con 
5 mM EGTA. 
Los experimentos se realizaron en un instrumento de PCR en tiempo real IQ5 (Bio-
Rad), empleando un filtro de excitación de 480 nm (20 nm de ancho de banda) y un 
filtro de emisión de 530 nm (30 nm de ancho de banda). Se realizaron barridos de 
temperatura entre 20º C y 85º C con una velocidad de barrido de 1º C/min. Se 
tomaron medidas de fluorescencia a intervalos de 0.5º C. Cada muestra se analizó 
por duplicado y las réplicas se ajustaron independientemente. La temperatura de 
desnaturalización (TM) se determinó como el máximo de la derivada de la 
fluorescencia (unidades arbitrarias) frente a la variación de la temperatura (dF/dT). 
 
7.3.- Formación de puentes disulfuro y determinación de grupos tiol libres con 
DNTB.  
La formación de puentes disulfuro en las proteínas de plectina se indujo mediante 
oxidación. Para ello, muestras de proteína a ~ 20-30 µM en tampón 10 mM Tris-HCl 
pH 8.0, 50 mM NaCl, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en presencia 
de 0.1 mM CuSO4 y 0.1 mM 1,10-fenantrolina (Lee et al, 1994). 
Los grupos sulfhidrilos de las proteínas se titularon antes y después de la oxidación 
mediante una reacción con 5,5' ditiobis (ácido 2-nitrobenzoico) (DNTB) (Riddles et al, 
1983) en tampón 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl en ausencia o presencia de 
6 M hidrocloruro de guanidinio. En esta reacción se forma tionitrobenzoato, como 
producto de la escisión del puente disulfuro del DNTB al reaccionar con los grupos 
sulfhidrílos de la proteína. La concentración de tionitrobenzoato liberado se midió 
espectrofotométricamente a 412 nm utilizando un coeficiente de extinción molar de 
13600 M-1cm-1. El número de grupos sulfhidrílos libres por molécula de proteína se 
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determinó como el cociente entre las concentraciones de tionitrobenzoato y de 
proteína. 
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1.- DISEÑO Y PRODUCCIÓN DE FRAGMENTOS DEL DOMINIO PLAKINA DE 
PLECTINA EMPLEADOS EN ESTUDIOS ESTRUCTURALES.  
Para abordar el estudio del dominio plakina se ha generado una amplia colección de 
fragmentos de plectina. Estos fragmentos contienen un número variable de los sub-
dominios SRs y el dominio SH3, que componen el dominio plakina. En el diseño de 
las construcciones se ha respetado la integridad estructural de los sub-dominios, por 
ello se han utilizado los límites de secuencia de dichos sub-dominios identificados 
previamente a partir del análisis de secuencia (Sonnenberg et al, 2007). El diseño de 
las construcciones del dominio plakina ha sido un proceso iterativo. Tras la 
producción y caracterización de un conjunto inicial de fragmentos, se han diseñado y 
generado subsiguientes fragmentos. Todos los fragmentos se han expresado en 
E.coli como proteínas de fusión con una cola de ocho Histidinas en la posición N-
terminal. Las proteínas se han purificado mediante cromatografía de afinidad. Salvo 
que se indique lo contrario, la cola de His se eliminó mediante digestión dirigida con 
la proteasa rTEV que deja el tetrapéptido GSHM en extremo amino de la proteína. 
  
1.1.- Primera colección de fragmentos del dominio plakina de plectina. 
Se generó una colección inicial de 12 construcciones de fragmentos del dominio 
plakina de plectina, que codifican proteínas que contienen entre dos y cuatro sub-
dominios o SRs (Tabla R1, Figura R1).  
Tabla R.1. Parámetros de la primera colección de fragmentos del dominio plakina de plectina. 
      Fragmento Límites de secuenciab Nº de aminoácidosc 
Peso molecular 
teóricod (Daltons) 
SR3-SR4 543-748 210 24.199 
SR3-SR5a 543-918 380 43.309 
SR3-SR6a   543-1003 465 53.178 
SR4-SR6a   640-1003 367 42.006 
SR4-SR5a 640-918 282 32.137 
SR5-SR6a   749-1003 259 29.410 
SR6-SR7   919-1117 203 23.041 
SR6-SR8   919-1233 219 36.308 
SR6-SR9   919-1372 458 52.694 
SR7-SR8 1004-1233 234 26.439 
SR7-SR9 1004-1372 373 42.825 
SR8-SR9 1118-1372 259 30.083 
a El dominio SH3 está presente en las conciones que contiene el SR5. 
b La numeración corresponde a la variante 1C de plectina humana. 
c Las proteínas contienen en su extremo N-terminal la secuencia adicional GSHM. 
d Los valores se han calculado a partir de la secuencia de aminoácidos. 
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De estos fragmentos recombinantes, ocho se expresan solubles en E.coli, los cuales 
son: SR3-SR4; SR3-SR5; SR3-SR6; SR4-SR5; SR4-SR6; SR6-SR9; SR7-SR8 y 
SR7-SR9. Por el contrario, los fragmentos: SR5-SR6; SR6-SR7; SR6-SR8 y SR8-
SR9 se expresan como proteínas insolubles. 
 
Figura R1.- Primera colección de fragmentos del dominio plakina. Los fragmentos de plectina 
que se expresan como proteínas solubles en E coli aparecen sombreados en amarillo. 
 
1.2.- Cristalización de proteínas de la primera colección de fragmentos del 
dominio plakina. 
Los ocho fragmentos que se expresan como proteínas solubles, se purificaron y se 
sometieron a ensayos de cristalización. Se obtuvieron cristales de los fragmentos 
SR3-SR4, SR4-SR5, SR7-SR8 y SR7-SR9 y se resolvió la estructura cristalográfica 
de estas cuatro regiones del dominio plakina de plectina (Ver sección 2 de 
Resultados). 
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1.3.- Segunda colección de fragmentos del dominio plakina de plectina. 
En base a las estructuras cristalográficas de los cuatro fragmentos anteriores, se 
diseñaron ocho fragmentos adicionales (Tabla R2, Figura R2), con el objetivo de 
elucidar la estructura cristalográfica de los SRs que no se habían resuelto con los 
fragmentos anteriores. 
Tabla R2. Parámetros de la segunda colección de fragmentos del dominio plakina de plectina. 
Fragmento Límites de secuenciab Nº de aminoácidosc
Peso molecular 
teóricod(Daltons) 
SR5-SR6-∆SH3-A 750-818-GSGSG-889-1006 196 22.435 
SR5-SR6-∆SH3-B 750-818-GSG-889-1006 194 22.291 
SR6 919-1003 89 10.299 
SR6-SR7-B 919-1123 209 23.723 
SR6-SR8-B 914-1233 324 36.918 
SR6-SR9-B 914-1372 463 53.305 
 914-1372a 480 55.187 
SR8-SR9-B 1107-1372 270 31.344 
SR9 1234-1372 143 16.816 
a Este fragmento contiene una cola de seis His en su extremo N-terminal, que consiste en la 
secuencia MGSSHHHHHHSSGLVPR. 
b La numeración corresponde a la variante 1C de plectina humana. 
c Las proteínas contienen en su extremo N-terminal la secuencia adicional GSHM. 
d Los valores se han calculado a partir de la secuencia teórica de aminoácidos.
 
 
 
Figura R2.- Segunda colección de fragmentos del dominio plakina. Los fragmentos que se 
expresan solubles aparecen sombreados en amarillo. En rojo, se indican los nuevos límites utilizados 
para algunos de los SRs de esta segunda colección de fragmentos. 
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De los ocho fragmentos recombinantes que integran esta segunda colección, seis de 
ellos corresponden a la región C-terminal del dominio plakina: SR6, SR6-SR7-B, 
SR6-SR8-B, SR6-SR9-B, SR8-SR9-B y SR9, mientras que los dos fragmentos 
restantes corresponden a la región central del dominio plakina: SR5-SR6, en los 
cuales se ha eliminado el dominio SH3.  
Estas dos construcciones de la región central se diseñaron en base a la estructura 
cristalográfica del fragmento SR4-SR5, que revela la inserción del dominio SH3 en 
un lazo que une dos hélices del SR5, aunque no establece ningún contacto con el 
SR5 (Ver sección 2.2 de Resultados). Por tanto, parece razonable pensar que el 
dominio SH3 pueda ser sustituido por una secuencia corta de aminoácidos, sin que 
esto conlleve la alteración de la estructura y la estabilidad del SR5. Se construyeron 
dos variantes de este fragmento, denominadas SR5-SR6∆SH3-A y SR5-SR6∆SH3-
B, que difieren en la longitud de la secuencia de aminoácidos empleada para 
sustituir al dominio SH3. Por un lado, en el fragmento SR5-SR6∆SH3-A, el SH3 se 
sustituyó por el pentapéptido GSGSG; mientras que en el fragmento SR5-SR6∆SH3-
B se sustituyó por el tripéptido: GSG (Figura R3). 
 
Figura R3.- Secuencia de aminoácidos correspondientes a una región correspondiente al SR5 
y al dominio SH3. La secuencia del dominio SH3 que se eliminó en los fragmentos SH5-SR6∆SH3-A 
y B, está representada en rojo. En su lugar, se insertó un lazo de cinco aminoácidos: GSGSG (en 
verde) o tres aminoácidos: GSG (en azul). 
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De los ocho fragmentos que componen esta segunda colección las dos versiones 
del SR5-SR6∆SH3 (A y B), SR6-SR8-B y SR6-SR9-B se expresan solubles en 
E.coli. Por el contrario, los fragmentos: SR6, SR6-SR7-B, SR8-SR9-B y SR9 se 
expresan como proteínas insolubles. 
 
1.4.- Cristalización de proteínas de la segunda colección de fragmentos del 
dominio plakina. 
Los cuatro fragmentos de esta segunda colección que se expresan solubles, se 
purificaron y se sometieron a ensayos de cristalización. Se obtuvieron cristales de 
las dos variantes del fragmento SR5-SR6-∆SH3 (A y B), cuya estructura se resolvió 
mediante difracción de rayos-x (Ver sección 2.3 de Resultados). 
 
1.5.- Fragmento adicional del dominio plakina 
Por último se diseñó una construcción que incluye un mayor número de SRs, que 
corresponde a la región SR3-SR9 del dominio plakina 
 
Tabla R3. Parámetros de un fragmento adicional del dominio plakina de plectina. 
Fragmento Límites de secuenciab Nº de aminoácidosc
Peso molecular 
Teórico (Daltons) 
SR3-SR9a 543-1372d 851d         97.480 
a En este fragmento está presente el dominio SH3. 
b La numeración corresponde a la variante 1C de plectina humana. 
c Las proteínas contienen en su extremo N-terminal la secuencia adicional GSHM. 
d Este fragmento contiene una cola de seis His en su extremo N-terminal, que consiste en la 
secuencia MGSSHHHHHHSSGLVPR. 
 
 
Figura R4.- Fragmento adicional del dominio plakina de plectina. Fragmento recombinante de 
mayor tamaño que incluyen los siete sub-dominios (SRs) (SR3-SR9) y el dominio SH3. 
 
Este fragmento de plectina se expresa soluble en E.coli. Se purificó mediante 
cromatografía de afinidad de forma similar a como se purificaron los fragmentos de 
menor tamaño, si bien la cola de ocho His no se digirió con la proteasa y además se 
incluyó una etapa de purificación adicional mediante cromatografía de exclusión 
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molecular. La caracterización estructural de este fragmentos se realizó aplicando 
métodos de SAXS. 
En resumen, se construyeron 21 fragmentos de plectina (Tabla R4). De éstos, 13 se 
produjeron como proteínas solubles en bacteria y se emplearon para la 
caracterización estructural del dominio plakina a diferentes niveles de resolución 
aplicando métodos estructurales complementarios, tal como se describe a 
continuación. 
Tabla R4.- Resumen de los fragmentos del dominio plakina de plectina construidos 
para la caracterización estructural de esta región. 
Fragmento Expresión soluble    15º C            37º C 
Ensayos 
cristalográficos 
Obtención de  
Cristales 
Estructura 
cristalográfica 
Análisis 
SAXS 
SR3-SR9 Si Si N.A N.A N.A Si 
SR3-SR4 Si Si Si Si Si N.A 
SR3-SR5 Si Si Si No No Si 
SR3-SR6 Si Si Si No No Si 
SR4-SR5 Si No Si Si Si N.A 
SR4-SR6 Si No Si No No N.A 
SR5-SR6 No No N.A N.A N.A N.A 
SR5-SR6-∆SH3-A Si Si Si Si Si N.A 
SR5-SR6-∆SH3-B Si Si Si Si Si N.A 
SR6 No No N.A N.A N.A N.A 
SR6-SR7 No No N.A N.A N.A N.A 
SR6-SR7-B No No N.A N.A N.A N.A 
SR6-SR8 Si No Si No No N.A 
SR6-SR8-B Si Si Si No No N.A 
SR6-SR9 Si No Si No No N.A 
SR6-SR9-B Si No Si No No Si 
SR7-SR8 Si Si Si Si Si N.A 
SR7-SR9 Si Si Si Si Si Si 
SR8-SR9 No No N.A N.A N.A N.A 
SR8-SR9-B Si No Si No No N.A 
SR9 No  No N.A N.A N.A N.A 
 
N.A. No Analizado.  
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2.- ESTRUCTURA CRISTALOGRÁFICA DE FRAGMENTOS MULTI-DOMINIO DEL 
DOMINIO PLAKINA DE PLECTINA. 
 
Se resolvió la estructura cristalográfica de los siguientes fragmentos del dominio 
plakina de plectina: SR3-SR4, SR4-SR5, dos construcciones de SR5-SR6-∆SH3, 
SR7-SR8 y SR7-SR9. Colectivamente estas 6 estructuras cubren la región 
comprendida entre el SR3 y SR9 del dominio plakina (Figura R5). A continuación, se 
describe la estructura cristalográfica de cada una de estas regiones. 
 
 
 
 
Figura R5.- Fragmentos del dominio plakina de plectina cuyas estructuras cristalográficas se 
han resuelto en este estudio Las dos variantes del fragmento SR5-SR6-SH3 difieren en la 
secuencia empleada para sustituir al dominio SH3. 
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2.1.- Estructura cristalográfica del SR3-SR4.  
2.1.1.- Difracción de los cristales de SR3-SR4 y resolución de la estructura. 
A partir de un cristal del fragmento SR3-SR4 (aminoácidos 543-748) se tomó un 
juego datos de difracción una resolución máxima de 2.22 Å empleando un generador 
de rayos-x de ánodo rotatorio. Los cristales de SR3-SR4 pertenecen al grupo 
espacial P21212 con unas dimensiones de la celda unidad de a=97.4 Å, b=119.4 Å y 
c=44.6 Å (Tabla R5). 
 
Tabla R5.- Estadísticas del procesado de los datos de difracción del SR3-SR4. 
 SR3-SR4 (543-748) 
Conjunto de datos Nativo 
Grupo espacial P21212 
Dimensiones de la  
celda unidad (Å) 
a=97.4 Å b=119.4 Å c=44.6 Å  
α=β=γ=90º 
Longitud de onda 1.5418 
Resolución (Å) 2.22 (2.30-2.22)a 
Reflexiones únicas 26066 
Multiplicidad promedio 7.0 (5.9)a 
Completitud (%) 98.4 (92.1)a 
Rmeasb (%) 6.0 (44.4)a 
<I/σI> 23.1 (4.9)a 
a Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolución. 
b Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus 
 (Diederichs & Karplus, 1997) 
 
De acuerdo con el grupo espacial, las dimensiones de la celda unidad y el peso 
molecular de la proteína (24.2 kDa) lo más probable era que la unidad asimétrica 
contuviera 2 o 3 moléculas de SR3-SR4, que corresponden a contenidos de solvente 
de 55% y 32% respectivamente según los cálculos realizados con el programa 
MATTHEWS_COEFF de CCP4 (Collaborative Computational Project Number 4, 
1994). La función de auto-rotación calculada con el programa GLRF (Tong & 
Rossmann, 1997) indicó la presencia de ejes binarios de simetría no cristalográfica 
perpendiculares al eje c, que forman 45º con los ejes a y b. Únicamente la sección 
polar  = 180º mostró picos significativos que diferían de aquellos que corresponden 
a la simetría cristalográfica (Figura R6). 
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Figura R6.- Función de auto-rotación del fragmento SR3-SR4.-Proyección estereográfica de la 
sección polar = 180º de la función de auto-rotación. El gráfico se generó con el programa GRLF 
(Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango de resolución 15.0–3.0 Å. El radio de 
integración fue de 32 Å. Se observan 4 picos que corresponden a ejes de simetría no cristalográfica 
(SNC) en Ψ=45º, Φ=0º; Ψ=135º, Φ=0º y las posiciones equivalentes. Los picos pertenecientes a la 
simetría cristalográfica se indican como SC. 
 
La estructura cristalográfica del fragmento SR3-SR4 se resolvió mediante el método 
de reemplazo molecular. La búsqueda se realizó empleando un modelo de 
homología basado en la estructura cristalográfica de la región SR3-SR4 de BPAG1 
(código PDB: 2IAK) (Jefferson et al, 2007). La estructura de BPAG1 cubre el 85% 
del SR3-SR4 de plectina, existiendo 65% de identidad de secuencia entre plectina y 
BPAG1 en esta región. En la búsqueda se localizaron dos moléculas de SR3-SR4 
en la unidad asimétrica, en el grupo espacial P21212. 
La estructura se refinó frente a datos de difracción a 2.22 Å de resolución usando el 
programa PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005). Las dos moléculas de SR3-SR4 se 
refinaron de forma independiente. Inicialmente el modelo se refinó empleando el 
método de recocido simulado (simulated annealing), tras el cual el factor R 
cristalográfico (Rwork) fue de 37.6% y el Rfree (calculado con el 5 % de la 
reflexiones omitidas en el refinado) fue de 42.4%. El modelo se fue completando 
manualmente usando el programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004) basándose en la 
inspección de los mapas 2mFobs-DFcal y mFobs-DFcalc. Posteriormente se alternó 
la modificación manual del modelo con refinado posicional, refinado de valores B 
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isotrópicos individuales y refinado de 3 grupos TLS en cada molécula. Se incluyeron 
moléculas de solvente en picos positivos sobre 3σ en los mapas de diferencia 
mFobs-DFcalc y sobre 1σ en los mapas 2mFobs-DFcalc cuando se apreció un 
entorno de puentes de hidrógeno razonable. El refinado convergió en un Rwork de 
20.4 % y un Rfree de 24.8 %. En la Tabla R6 se muestran las estadísticas del 
refinado del modelo estructural del SR3-SR4. 
 
Tabla R6.- Estadísticas del refinado de la estructura SR3-SR4. 
 SR3-SR4 (543-748) 
Rango de resolución (Å) 20-2.22 
Reflexiones únicas, work/free 24757 / 1315 
R work (%) 20.4 
R freea (%) 24.8 
Número de aminoácidosb 202 / 205 
Número de moléculas de solvente 210 
Número de hetero-compuestos 2 
Valor  B promedio (Å2)  
           Wilson plot 34.0 
           Proteína b 40.1 / 41.7 
           Solvente 44.1 
           Etilenglicol 52.9 
RMSD  
           Longitudes de enlace (Å) 0.004 
           Ángulos de enlace (º) 0.679 
Aminoácidos en las regiones 
del gráfico de Ramachandranb 
           Más favorecidas 401 (99.5%) 
           Adicionalmente permitidas 2 (0.5%) 
           No permitidas 0 (0.0%) 
Código PDB 3PDY 
a Calculado con el 5% de las reflexiones que no se incluyeron en el refinado. 
b Valores para la moléculas A y B, respectivamente.  
c Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007) 
 
El modelo final incluye los residuos 545-746 en la molécula A y 543-745 en la 
molécula B. Además, en la molécula B se observa densidad electrónica en el 
extremo amino donde se modelan dos residuos (His y Met) de la secuencia GSHM. 
Adicionalmente se observaron dos segmentos de densidad electrónica junto a la 
molécula A, uno de ellos entre el E696 y el Q728 que se modeló como una molécula 
de polietilenglicol (PEG) y otro segmento entre S634 y S641 que se modeló como 
una molécula de dihidroxietil-eter. El modelo final también incluye 210 moléculas de 
solvente. Esta estructura presenta una geometría excelente, con el 99.5% de los 
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ángulos de torsión de la cadena principal localizados en zonas favorecidas del 
gráfico de Ramachandran y el 0.5% restante en regiones adicionalmente permitidas 
(Figura R7). 
 
 
Figura R7.-Diagrama de Ramachandran de la estructura SR3-SR4. 
 
2.1.2.- Descripción de la estructura del SR3-SR4. 
Las dos moléculas de SR3-SR4 presentes en la unidad asimétrica tienen una 
estructura muy similar. Cada SR presenta un plegamiento canónico que consiste en 
3 α-hélices (A, B y C) que se unen entre sí de manera antiparalela mediante lazos 
cortos y se agrupan en un haz con giro levógiro (Pascual et al, 1996; Pascual et al, 
1997b). Estas hélices están formadas por “héptadas repetitivas” (abcdefg), en las 
que aminoácidos hidrofóbicos ocupan las posiciones a y d situándose en el mismo 
lado de la hélice, el cual se oriente hacia el interior del haz. Los dos SRs están 
conectados mediante una α-hélice continua que se forma por la fusión de la hélice C 
del SR3 y la hélice A del SR4 (Figura R8). Esta disposición relativa del SR3 y SR4, 
denominada en tandém, hace que el SR3-SR4 tenga una estructura global similar a 
un cilindro con ~100 Å de longitud y ~25 Å de diámetro. Esta organización 
estructural es similar a la observada en otros pares de SRs (Jefferson et al, 2007; 
Sonnenberg et al, 2007). 
La estructura de cada SR individual en las dos moléculas de la unidad asimétrica del 
cristal es casi idéntica, siendo la diferencia cuadrática media (rmsd) en la posición de 
los Cα de 1.19 Å para el SR3 y 0.54 Å para el SR4. La única diferencia significativa 
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se localiza en el primer par de vueltas de la hélice A y en el lazo B/C del SR3, que se 
empaquetan más estrechamente en una molécula que en otra, debido a los 
contactos dentro del cristal. 
 
 
Figura R8.- Estructura cristalográfica de la región SR3-SR4 de dominio plakina de plectina.- (A) 
Representación esquemática del dominio plakina de plectina, la región estudiada se corresponde con 
los sub-dominios SR3 (rosa) y SR4 (azul). (B) Dos vistas ortogonales de la representación en lazos 
de la estructura cristalográfica del SR3-SR4. 
 
La estructura de la región del SR3-SR4 de plectina es muy similar a la región 
equivalente de BPAG1. Tras superponer cada SR individual de BPAG1 sobre el SR 
equivalente de plectina, la rmsd para todos los átomos de la cadena principal es 1.00 
y 1.32 Å para el SR3 (con cada una de las moléculas de la unidad asimétrica) y 0.75 
y 0.79 Å para el SR4. La estructura del SR3-SR4 de plectina se resolvió a mayor 
resolución (2.22 Å) que la estructura de la región equivalente de BPAG1 (3.0 Å), lo 
que permitió observar detalles que no habían sido visibles en la estructura de 
BPAG1. Éstos incluyen: el lazo A/B, las dos primeras vueltas de la hélice B y las 
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cadenas laterales de residuos que se encuentran en las hélices A y B del SR4 
(Figura R9). La hélice A es aproximadamente dos vueltas de hélice más corta que 
las hélices adyacentes B y C, en consecuencia el lazo A/B cubre parte del núcleo 
hidrofóbico del SR. El W671, que se localiza en el lazo A/B, está enterrado en el 
interior del haz y las cadenas laterales de D670 y N675 establecen puentes de 
hidrógeno que contribuyen a estabilizar la conformación de este lazo. 
 
Figura R9.- Estructura del lazo A/B del SR4 en la estructura SR3-SR4. Vista estereoscópica de la 
región del SR4 alrededor del lazo A/B. El W671 está enterrado en el interior del haz helicoidal. Las 
cadenas laterales de D670 y N675 forman puentes de hidrógeno con la cadena principal favoreciendo 
la conformación de esta región. 
 
La comparación entre sí de las dos moléculas de plectina presentes en la unidad 
asimétrica, revela pequeñas diferencias en la orientación relativa del SR3 y SR4. 
Tras superponer el SR3 de ambas moléculas se observa un desplazamiento de 4.5 
Å en la posición de los Cα de los residuos del lazo A/B del SR4 (Figura R10). Estas 
dos conformaciones del SR3-SR4 están relacionadas por un movimiento de cierre 
en el que cada SR se comporta como un cuerpo rígido y existe una bisagra 
localizada en la zona de unión SR3/SR4. 
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Figura R10.- Identificación del movimiento de bisagra del tándem SR3-SR4 por comparación de 
la estructura de las dos moléculas de la unidad asimétrica. Dos vistas ortogonales de las dos 
moléculas de SR3-SR4 tras superponer los SR3. Las estructuras están coloreadas según los 
dominios que se mueven, identificados con el programa DynDom (Hayward & Berendsen, 1998) que 
se corresponden aproximadamente con el dominio SR3 (azul) y SR4 (verde). Los residuos que 
actúan como bisagra (morado) se localizan cerca de la unión SR3/SR4. El eje de rotación del 
movimiento de bisagra se muestra como una línea negra y las flechas indican la dirección del 
movimiento. 
 
2.2.- Estructura cristalográfica del SR4-SR5. 
2.2.1.- Difracción de los cristales de SR4-SR5 y resolución de la estructura. 
La estructura cristalográfica del fragmento SR4-SR5 (aminoácidos 640-918) se 
resolvió mediante remplazo isomorfo simple con dispersión anómala (SIRAS), 
usando datos de un cristal nativo y de un cristal derivado con el compuesto mercurial 
EMTS. Los datos de difracción de ambos cristales se midieron utilizando un 
generador de rayos-x de ánodo rotatorio. El cristal nativo difractó a una resolución 
máxima de 2.95 Å, mientras que el cristal derivado difractó a 3.4 Å de resolución 
(Tabla R7).  
Los cristales nativos de SR4-SR5 pertenecen al grupo espacial P212121, siendo las 
dimensiones de su celda unidad a=72.7 Å, b=108.5 Å y c=112.1 Å. El cristal derivado 
con 1 mM EMTS fue isomorfo con el nativo. En base al grupo espacial, las 
dimensiones de la celda unidad y el peso molecular de SR4-SR5 (32.1 kDa), la 
unidad asimétrica contendría probablemente 2 o 3 moléculas de SR4-SR5, que 
corresponde a un contenido de solvente de 64% y 46%, y a un coeficiente de 
Matthews (VM) (Kantardjieff & Rupp, 2003; Matthews, 1968) de 3.41 y 2.27 Å3/Da 
respectivamente. 
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Tabla R7.-  Estadísticas del procesado de los datos de difracción del SR4-SR5. 
  SR4-SR5 (640-918) 
Conjunto de datos Nativo 1 mM EMTS 
Grupo espacial P212121 P212121 
Dimensiones de la  
celda unidad (Å) 
a=72.7 Å b=108.5 Å c=112.1 Å 
α=β=γ=90º 
a=72.2 Å b=107.9 Å c=113.0 Å
α=β=γ=90º 
Longitud de onda (Å) 1.5418 1.5418 
Resolución (Å) 2.95 (3.05-2.95)a 3.40 (3.53-3.40)a 
Reflexiones únicas 18051 22352b 
Multiplicidad promedio 14.3 (14.5)a 7.8 (7.7)a 
Completitud (%) 93.6 (85.5)a 95.1 (98.6)a 
Rmeasc (%) 5.9 (43.9)a 8.9 (62.4)a 
<I/σI> 29.4 (6.9)a 16.5 (3.9)a 
Risod (%)  32.1 
Poder de faseado 
iso acent / iso cent / ano  0.84 / 0.92 / 0.64 
Figura de mérito (FOM) 
acéntricas / céntricas  0.16 / 0.17 
a Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolución  
b Los pares de Bijvoet se mantienen separados. 
c Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus (Diederichs & 
Karplus, 1997) 
d Riso =Σ||Fder| - |Fnat|| Σ/|Fnat|,donde Fder es el factor estructural del derivado con el átomo pesado y el 
Fnat es el factor estructural de la proteína nativa. 
 
 
 
Con el fin de analizar con más detalle el contenido de la unidad asimétrica y la 
posible organización de las moléculas de SR4-SR5 presentes en ella, se calculó la 
función de auto-rotación. En ninguna de las secciones de la representación se 
observaron picos diferentes de los debidos a la simetría cristalográfica (Figura 
R11A). El mapa de Patterson calculado a partir de datos del cristal nativo (Figura 
R11B) mostró un pico en 0.00, 0.00, 0.46, que revela la presencia de simetría 
cristalográfica traslacional, según la cual, las moléculas están relacionadas por una 
traslación de ~52 Å a lo largo del eje c. 
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Figura R11. Análisis de la simetría no cristalográfica en los cristales de SR4-SR5. (A) Función 
de auto-rotación. Proyección estereográfica de la sección polar   = 180°. El gráfico se ha generado 
con el programa GRLF (Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango de resolución 25-3.2 Å y 
un radio de integración de 34 Å. (B) Mapa de Patterson nativo calculado con datos hasta 3.2 Å. La 
sección U = 0 del mapa muestra un máximo en la posición 0.00 0.00 0.46 (esquina inferior izquierda). 
 
La elucidación de la sub-estructura de los átomos de Hg y el cálculo de las fases 
iniciales a partir de ésta, se realizaron con los programas SHELXC/D/E (Schneider & 
Sheldrick, 2002) empleando la interfaz gráfica HKL2MAP (Pape & Schneider, 2004). 
Las posiciones de los 4 átomos de Hg con mayor ocupación que se encontraron con 
SHELXD y las distribuciones de probabilidad de sus fases se refinaron 
posteriormente con el programa autoSHARP (Bricogne et al, 2003). En este proceso 
se identificó un sitio adicional minoritario para otro átomo de Hg. Las fases que se 
obtuvieron con SHARP se mejoraron y se extendieron utilizando los programas 
SOLOMON (Abrahams & Leslie, 1996) y DM (Cowtan, 1994). De esta forma se 
obtuvo un mapa de densidad electrónica interpretable (Figura R12). 
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Figura R12.- Mapa de SIRAS de la estructura SR4-SR5. Vistas estereoscópicas de dos zonas 
representativas del mapa calculado con las fases derivadas de SIRAS, después de la modificación de 
densidad. El mapa está contorneado a 1 (A) Sección correspondiente a las hélices B y C del SR4. 
(B) Sección correspondiente al dominio SH3, alrededor de la V881. 
 
Para la construcción de la estructura, inicialmente se localizaron dos copias del SR4, 
de la estructura SR3-SR4, en el mapa de densidad electrónica utilizando el 
programa MOLREP (Vagin & Teplyakov, 1997). A continuación, se construyeron 
manualmente las 3 α-hélices del SR5 dentro del mapa de densidad electrónica, 
usando el programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004). En un tercer paso se 
construyó un modelo de homología mixto (Schwarzenbacher et al, 2004) del dominio 
SH3 a partir de la estructura cristalográfica del SH3 de α-espectrina (código PDB: 
2PQH), que presenta un 31% de identidad de secuencia con el SH3 de plectina, y se 
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ajustaron manualmente dos copias de esta estructura del SH3 en el mapa 
experimental. 
La estructura se refinó frente a datos nativos de difracción a 2.95 Å usando 
PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005). En las etapas iniciales de refinado se empleó 
el método de recocido simulado. En etapas posteriores, se realizó refinado 
posicional combinado con el refinado de valores B agrupados (dos grupos por 
residuo) y de 5 grupos TLS en cada molécula. Durante el refinado se incluyeron 
restricciones de simetría no cristalográfica empleando 10 grupos NCS y restricciones 
de distancias de enlaces de hidrógeno en la cadena principal. 
Usando las diferencias anómalas de los datos de difracción del cristal nativo y las 
fases obtenidas por SIRAS, se calculó un mapa anómalo, en el cual se observó la 
mayor densidad en dos picos cerca de los residuos Q792 y D789 en cada una de las 
moléculas de SR4-SR5. La señal anómala para estos dos picos es mayor que la 
correspondiente a cualquier átomo de azufre de la proteína. Basándonos en el 
entorno de estos picos (cerca de los carbonilos del D789 y Q792) se modelaron 
como dos iones de Ca2+, cuyo valor B se refinó anisotrópicamente. 
El refinado convergió en valores de Rwork y Rfree de 24.1% y 26.5%, 
respectivamente (Tabla R8). El modelo final incluye los aminoácidos 642-915 en 
ambas moléculas, a excepción de los residuos 871-873 de la molécula A y los 
residuos 830-832 de la molécula B, que no se modelaron ya que no se observó una 
clara densidad electrónica en estas regiones. La estructura tiene una geometría 
correcta con el 96.8% de los aminoácidos localizados en las regiones más 
favorables del diagrama de Ramachandran, el 3.2% en regiones adicionalmente 
permitidas y ningún residuo en zonas prohibidas (Figura R13). 
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Tabla R8.- Estadísticas del refinado de la estructura SR4-SR5. 
 SR4-SR5 (640-918) 
Rango de resolución (Å) 20 - 2.95 
Reflexiones únicas, work/free 17102 / 9125 
R work (%) 24.1 
R freea (%) 26.5 
Número de aminoácidos b 271 / 271 
Número de Ca2+ 2 
Valor B promedio (Å2)  
 Wilson plot 75.3 
 Proteína b 91.2 / 88.3 
 Ca2+ 84.2 
RMSD  
           Longitud de enlace (Å) 0.013 
           Ángulo de enlace (º) 1.031 
Aminoácidos en las regiones  
del gráfico de Ramachandranc  
           Más favorecidas                                                     517 (96.8%) 
           Adicionalmente permitidas 17 (3.2%) 
           No permitidas 0 (0.0%) 
Código PDB 3PEO 
a Calculado con el 5% de las reflexiones que no se incluyeron en el refinado. 
b Valores para la moléculas A y B, respectivamente. 
c Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007) 
 
 
 
 
 
Figura R13.-  Diagrama de Ramachandran de la estructura SR4-SR5 
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2.2.2.- Descripción de la estructura del SR4-SR5. 
La estructura del SR4-SR5 está formada por dos sub-dominios o SRs organizados 
en tándem que dan lugar a una estructura con forma alargada de ~104 Å de 
longitud. La hélice C del SR4 y la hélice A del SR5 se fusionan en una única hélice 
continua que se expande por ambos SRs, esta disposición es similar a la observada 
en la estructura del SR3-SR4 y de otros pares de SR en tándem. Las hélices A y B 
del SR4 y las hélices B y C del SR5 se sitúan en lados opuestos respecto al eje 
longitudinal de la molécula (Figura R14), por lo que no hay más contactos directos 
entre el SR4 y el SR5 que los que tienen lugar en la hélice que los une. Esta región 
incluye un dominio SH3 insertado en el lazo que une las hélices B y C del SR5. A 
pesar de que este dominio SH3 está insertado en el SR5, no altera la estructura 
global del SR5 respecto a otros SR canónicos, ni la organización genérica del 
tándem SR4-SR5 formando una estructura alargada. 
 
Figura R14.- Estructura cristalográfica de la región SR4-SR5 del dominio plakina de plectina. 
(A) Representación esquemática del dominio plakina de plectina, la región estudiada se corresponde 
con los sub-dominios SR4 (azul), SR5 (verde) y el SH3 (naranja). (B) Dos vistas ortogonales de la 
representación en lazos de la estructura cristalográfica del SR4-SR5. (C) Representación 
esquemática de la estructura cristalográfica del SR4-SR5, en la que se muestra la inserción del 
dominio SH3 en el SR5 a través de un conector inicial (17 aminoácidos) y un conector final (3 
aminoácidos) y su disposición respecto al SR4. 
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Las dos moléculas del SR4-SR5 de la unidad asimétrica son muy similares entre sí, 
siendo la diferencia cuadrática media (rmsd) en la posición de los Cα de la cadena 
principal de toda la molécula de 0.33 Ǻ. 
La estructura del SR4 en el fragmento SR4-SR5 es muy similar a la observada en el 
fragmento SR3-SR4. La única diferencia notable en el SR4 entre las dos estructuras 
reside en el lazo A/B (Figura R15), donde se observa un desplazamiento de 6 Å en 
los Cα de la cadena principal entre ambas estructuras. Estas diferencias se deben al 
diferente contexto estructural del lazo A/B en estos fragmentos. En la estructura del 
SR4-SR5, el lazo A/B contacta con el SH3 y con el SR5, mientras que los sitios para 
este contacto están ausentes en la estructura SR3-SR4. Por tanto, la conformación 
nativa del lazo A/B en la proteína completa está mejor representada en la estructura 
del SR4-SR5. 
 
 
 
Figura R15.- Estructura del lazo A/B del SR4 en la estructura SR4-SR5. (A) Vista detallada de la 
región del SR4 alrededor del lazo A/B en la estructura SR4-SR5. (B) Comparación del lazo A/B en la 
estructura SR3-SR4 (rosa) y en la estructura SR4-SR5 (azul). 
 
El SR5 exhibe el plegamiento característico de los SRs, formado por 3 α-hélices. 
Además, se observa una α-hélice adicional de 10 aminoácidos, denominada B0, que 
precede a la α-hélice B y que sobresale en un extremo del eje longitudinal de la 
molécula (Figura R14). La hélice B0 contiene un grupo de aminoácidos hidrofóbicos: 
V784, L787, L790 y L791, que interaccionan con las α-hélices B y C del SR4 de la 
molécula vecina del cristal (Figura R16A). Era razonable pensar que en la proteína 
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completa, la superficie hidrofóbica de la hélice B0 establece interacciones análogas 
con el SR6, tal como se observó más tarde en las estructuras de la región SR5-SR6. 
 
 
 
Figura R16.- Estructura de la hélice B0 del SR5. (A) Detalles de la interacción entre la hélice B0 
(verde) y el SR4 (azul claro) de la molécula vecina del cristal. Las cadenas laterales de los residuos 
de la hélice B0 y del SR4 que participan en la interacción se muestran en amarillo y azul 
respectivamente. (B) Estructura del sitio de Ca2+ en el extremo carboxilo de la hélice B0. El Ca2+ se 
corresponde con el pico de mayor densidad en el mapa de diferencia anómala nativa que se calculó 
usando las fases experimentales de SIRAS. El contorno del mapa es  3.5 σ (naranja) y 7.0 σ (rojo). El 
Ca2+ está aparentemente coordinado por los grupos carbonilo del D789 y del Q792.  
 
Próximo al extremo carboxilo de la hélice B0 del SR5, la estructura contiene un ión 
Ca2+ (Figura R16B). El calcio estaba presente en la solución de cristalización a alta 
concentración (0.2 M acetato de calcio). Se analizó el efecto del Ca+2 en la 
estabilidad térmica del SR4-SR5 en solución, usando un ensayo basado en 
fluorescencia. El perfil de desnaturalización térmica del fragmento SR4-SR5 en 
ausencia de Ca2+ se caracteriza por una temperatura de desnaturalización (TM) de 
45.5º C (Tabla R9, Figura R17). No se apreciaron cambios en la TM en presencia de 
5 mM EGTA para eliminar la posible presencia de Ca2+ residual, ni de 0.1 o 1 mM de 
CaCl2. En presencia de concentraciones más elevadas de CaCl2 (10 mM y 100 mM) 
se observó una ligera disminución de ~1.5º C en el valor de TM. En resumen, el Ca2+ 
no aumenta la TM tal como cabría esperar si el Ca2+ se uniera al estado nativo de la 
proteína. Por tanto, estos resultados sugieren que el ión Ca+2 observado en la 
estructura cristalográfica no representa un sitio funcional en condiciones fisiológicas. 
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Tabla R9.- Valor de TM de la proteína SR4-SR5 con diferentes concentraciones de CaCl2 
CONDICIÓN TM (º C) 
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl 45.5 
   50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 5mM EGTA 45.5 
 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1 mM CaCl2 45.5 
   50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2 45.5 
50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10 mM CaCl2 44.0 
  50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 100 mM CaCl2 41.5 
 
 
Figura R17.- Desnaturalización térmica del fragmento SR4-SR5 en presencia de CaCl2.. En cada 
perfil de desnaturalización se muestra la variación de la intensidad de fluorescencia en función de la 
temperatura. La TM de la desnaturalización es similar (~45.5º C) en ausencia de Ca2+, en presencia 
de 5 mM EGTA y en presencia de de 0,1 y 1 mM de CaCl2. Se observó un desplazamiento moderado 
de la TM (44 ºC) en presencia de 10 mM de CaCl2; este máximo parece corresponder a un hombro 
que se aprecia en ausencia o con bajas concentraciones de Ca2+. En presencia de 100mM CaCl2 se 
aprecia una desestabilización térmica del fragmento SR4-SR5. 
 
El dominio SH3 de plectina comparte la estructura general observada en otros 
dominios SH3 (Figura R18). Está formado por cinco hebras-β antiparalelas (β1- β5) 
que forman un barril-β (Musacchio, 2002). La hebra β1 del dominio SH3 se une al 
extremo carboxilo de la hélice B a través de un segmento de 17 residuos (817-833). 
Mientras que el extremo carboxilo del SH3 conecta con la hélice C a través de una 
secuencia de tres Pro (886-888). Denominamos estos dos segmentos como conector 
inicial y final respectivamente (Figura R14C). 
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Figura R18.- Estructura del dominio SH3 de plectina. (A) Representación esquemática en lazos de 
la estructura cristalográfica del dominio SH3 de plectina resuelta en el fragmento SR4-SR5. Las cinco 
hebras-β (β1-β5) están coloreadas en rojo, naranja, amarillo, verde y azul, respectivamente. (B) 
Comparación de la estructura del SH3 de plectina (en naranja) con la estructura cristalográfica del 
dominio SH3 de α-espectrina (en azul) (código PDB: 1SHG) y con la estructura cristalográfica del SH3 
de la familia C-Src de las Tyr-kinasas (en verde) (código PDB: 1PRM). Las tres estructuras se 
representan en forma de cordones. 
 
 
2.2.3.- Interacción entre el SR4 y el dominio SH3.  
A pesar de que este dominio está insertado entre dos hélices del SR5, no establece 
ningún contacto con él. Por el contrario, el dominio SH3 establece una interacción 
extensa con el SR4 en la que se ocluyen ~560 Å2 de la superficie expuesta al 
solvente del SH3 y una superficie similar en el SR4 (Figura R19A). Los contactos 
entre el SR4 y el dominio SH3 son principalmente hidrofóbicos. La superficie de 
unión al SR4 en el dominio SH3 se centra en la V881, localizada en el lazo β4/β5. La 
cadena lateral de V881 se inserta en un bolsillo hidrofóbico en la superficie del SR4. 
Este bolsillo hidrofóbico está formado por los residuos V667, W671, W733, L737, 
C740 y H740, que se localizan en el lazo A/B  y en la α-hélice C. Además, la región 
N-terminal del lazo β1/β2, conocido como lazo RT, también contacta con el SR4. 
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Figura R19.- Interacción intra-molecular entre el SR4 y el dominio SH3 de plectina.- (A) Huella 
del dominio SH3 y del conector inicial en la superficie del SR4. Se muestran las cadenas laterales de 
los aminoácidos del conector inicial (violeta) y del dominio SH3 (naranja) que contactan con el SR4. 
Los aminoácidos del SR4 que participan en la interacción están rotulados sobre la superficie y están 
coloreados según la fracción de su superficie expuesta al solvente que queda ocluida por esta 
interacción, calculado con el servidor PISA (Krissinel & Henrick, 2007). En azul oscuro están 
coloreados los aminoácidos que se encuentran mayoritariamente ocluidos (más del 70% del área 
ocluida) y en azul claro los aminoácidos que están parcialmente ocluidos (entre el 20-30%). (B y C) 
Representación de dos vistas estereoscópicas de los contactos intra-moleculares entre el SR4 (azul), 
el dominio SH3 (naranja) y el conector inicial (violeta). Estas dos vistas están relacionadas por una 
rotación de 180º alrededor de un eje vertical. 
 
La interacción SR4-SH3 está estabilizada por el conector inicial (aminoácidos 817-
833) que se inserta entre el SR4 y el SH3 y actúa como una cuña. La cadena lateral 
de L821 encaja en un bolsillo hidrofóbico del SR4, mientras que la R824 queda 
enterrada entre el SR4 y el SH3 y posiblemente forma puentes de hidrógeno con 
residuos de ambos dominios (Figura R19B-C).   
Por otro lado, el conector final no interacciona directamente con el SR4, únicamente 
lo hace con el dominio SH3 y con el extremo N-terminal del conector inicial. Este 
conector consiste en tres Pro consecutivas (886PPP888), lo cual sugiere que aporta un 
anclaje relativamente rígido del extremo C-terminal del dominio SH3 al SR5. Por lo 
Capítulo 4 
88 
tanto, es posible que el conector final favorezca la interacción entre el SR4 y el SH3 
limitando la libertad conformacional del dominio SH3. 
La superficie de interacción SR4-SH3 ocluye un grupo de Cys próximas entre sí; 
C740 en el SR4, C840 y C882 en el SH3. C739 se encuentra próxima a las otras 
tres Cys, si bien no se ve ocluida por la interacción SR4-SH3. El análisis de un mapa 
de diferencia anómala calculado empleando las fases derivadas de SIRAS, reveló 
cuatro picos independientes que se asignaron a los átomos de azufre de estas Cys 
(Figura R20). Las distancias entre los picos en el mapa de diferencia anómala, son 
mayores que la distancia esperada entre azufres en puentes disulfuro. Para 
comprobar el estado de oxidación de las Cys del fragmento SR4-SR5 (7 Cys) los 
grupos tiol se titularon con DNTB en ausencia de agentes reductores. Se detectaron 
7.0 ± 0.1 grupos sulfhidrílos libres por molécula, lo que indica que todas las Cys de 
la proteína están reducidas. En base a los datos cristalográficos y bioquímicos, 
C739, C740, C840 y C882 se modelaron en la estructura en estado reducido. 
 
 
 
Figura R20.- Estructura la región rica en Cys en la interfase entre el SR4 y el dominio SH3.- 
Representación estereográfica de la región alrededor de C739, C740, C840 y C882. Los residuos del 
SR4 están coloreados en azul y los del dominio SH3 en naranja. Se muestra un mapa de diferencia 
anómala nativa contorneado a 3.5 σ (en rojo). Los máximos de densidad correspondientes a los 
átomos de azufre de C740, C840 y C882 están conectados por líneas discontinuas sobre las que se 
indican las distancias entre ellos. Se muestra también un mapa 2mFobs-DFcalc que se contorneó a 
1σ (gris) calculado promediando múltiples modelos “agitados” (averaged kicked) en las últimas etapas 
de refinado. 
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2.2.4.- Conservación de la interfase entre el SR4 y SH3 en la familia plakina.  
Los aminoácidos del SR4, del dominio SH3 y de los conectores que participan en la 
interacción entre el SR4 y el SH3 en plectina, están conservados en otras plakinas 
(Figura R21). Esto sugiere que la organización del SR4 y el SH3 observada en 
plectina está probablemente conservada en toda la familia de las plakinas. 
De forma similar a las plakinas, las α-espectrinas también contienen un dominio SH3 
insertado en el lazo B/C del SR9 (Pascual et al, 1997a). Sin embargo, las α-
espectrinas muestran diferencias significativas con las plakinas en los residuos 
implicados en la interacción SR4-SH3 en plectina. Las posiciones en el SR8 de α-
espectrina que son equivalentes a los residuos que forman la superficie de 
interacción hidrofóbica en el SR4 de plectina, están ocupadas por residuos polares.  
En el dominio SH3, las posiciones equivalentes a C840 y C882 de plectina (que 
contactan con el SR4) están ocupadas por Tyr en α-espectrinas. Las secuencias del 
conector inicial y final en α-espectrinas no muestran similitudes con los 
correspondientes en plakinas. En resumen, todos los elementos estructurales que 
participan en la interacción SR4-SH3 en plakinas son diferentes en -espectrinas, lo 
cuál sugiere que en estas últimas la disposición del SH3 es diferente a la observada 
en la estructura de plectina. 
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Figura R21.- Alineamiento múltiple de secuencias.- La secuencia de la región SR3-SR5 de 
plectina humana (Uniprot Q15149-2) se alineó con las secuencias de la región equivalente de las 
plakinas humanas BPAG1e (Q03001-3), MACF1 (Q9UPN3-2), desmoplakina (P15924), envoplakina 
(Q92817), periplakina (O60437), la plakina VAB-10A de Caenorhabditis elegans (Q86NF8), la plakina 
Shot de Drosophila melanogaster (A1Z9J1) y la región SR7-SR8-SR9-SH3 de I-espectrina 
(eritrocito, P02549) y II-espectrina (cerebro, Q13813). Los elementos de estructura secundaria de la 
estructura de plectina están representados sobre la secuencia. Los aminoácidos que participan en los 
contactos entre el SR4, el conector inicial y el dominio SH3 están indicados por triángulos invertidos. 
Los símbolos rellenos y vacíos corresponden a los residuos del núcleo y de la periferia de la 
interacción, respectivamente. Los aminoácidos idénticos a los de la superficie de interacción de 
plectina están indicados por cajas verdes, mientras que las sustituciones por contactos similares a los 
observados en plectina, se muestran en cajas amarillas. 
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2.2.5.- Estructura del pseudo-sitio de unión a ligando del dominio SH3 de 
plectina. 
Los dominios SH3 están implicados frecuentemente en interacciones proteína-
proteína. La mayoría de estos dominios reconocen y se unen a ligandos con 
secuencias ricas en Pro que contienen el motivo xPxxP (donde x puede ser 
cualquier aminoácido) que adopta una conformación de hélice de poli-Pro de tipo II 
(PPII) (Kaneko et al, 2008; Musacchio, 2002; Zarrinpar et al, 2003). En los SH3 
canónicos, el sitio de unión a poli-Pro se localiza entre el lazo RT (que une las 
hebras β1 y β2) y el lazo n-Src (que une las hebras β2 y β3). El sitio de unión tiene 
dos cavidades paralelas entre sí, denominadas bolsillos XP, cada uno de los cuales 
reconoce a un dipéptido XP del ligando. Estos bolsillos están formados por 
aminoácidos aromáticos conservados en el lazo RT, la hebra β4 y en el lazo β4/β5. 
Adyacente a uno de los bolsillos XP, los lazos RT y n-Src forman el bolsillo de 
específicidad que reconoce a un aminoácido básico que precede o sigue al motivo 
xPxxP del ligando y que determina la orientación con la que el ligando se une al 
dominio SH3 (Feng et al, 1994; Lim & Richards, 1994; Lim et al, 1994). (Figura 
R22A,B). 
El dominio SH3 de plectina muestra diferencias significativas en el sitio de unión a 
ligando, en comparación con los dominios SH3 canónicos. Por un lado, tres residuos 
aromáticos conservados que forman los bolsillos XP están sustituidos en plectina por 
aminoácidos con cadenas laterales más cortas: C840, H865 y C882 (Figura R22C). 
La presencia de estos residuos no-aromáticos, C840, H865 y C882, crea en plectina 
una superficie relativamente plana en lugar de los dos bolsillos XP (Figura R22D). 
Además, el lazo RT de plectina tiene tres residuos menos que el de dominios SH3 
canónicos y en consecuencia el bolsillo de especificidad de plectina es más ancho 
que el de otros dominios SH3. En resumen, las diferencias del dominio SH3 con 
respecto a los dominios canónicos sugieren que plectina no une ligandos con 
secuencias ricas en Pro. 
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Figura R22.- Estructura del posible sitio de unión del SH3 de plectina.- (A) Representación en 
lazos de la estructura cristalográfica del dominio SH3 de la α-espectrina de pollo (código PDB: 1SHG) 
(Musacchio et al, 1992), el cuál es un arqueotípico dominio SH3. Se muestran las cadenas laterales 
de los aminoácidos importantes que forman los bolsillos de unión. Los bolsillos XP y el bolsillo de 
especificidad se muestran como áreas azules. La numeración se corresponde con la secuencia del 
dominio SH3 de la αII-espectrina humana, la cual es idéntica a la de la estructura mostrada. (B) 
Superficie de la estructura por RMN del dominio SH3 del mutante R21A de α-espectrina (R984A en la 
αII-espectrina humana) en complejo con el péptido modelo p41 (APSYSPPPPP) representado sobre 
éste (código PDB: 2JMA) (Casares et al, 2007). Los aminoácidos del SH3 están rotulados en negro. 
Los aminoácidos claves del ligando están rotulados en cajas rojas. El péptido p41 se une en una 
orientación de tipo I. (C) Representación en lazos de la estructura cristalográfica del dominio SH3 de 
plectina, en el cuál se muestran las cadenas laterales de los aminoácidos que ocupan las posiciones 
equivalentes de aquellos que forman los bolsillos de unión en los dominios SH3 canónicos. La cadena 
lateral de E846 no se pudo modelar a partir del Cα debido a la falta de densidad electrónica definida; 
aquí se muestra una conformación arbitraria favorable. Se utilizó la misma orientación del panel A al 
panel D. (D) Representación de la superficie del dominio SH3 de plectina. C840, C882, Y842, P879 y 
H865 forman una superficie relativamente plana. 
 
Las diferencias del pseudo-sitio de unión de plectina con respecto a dominios SH3 
canónicos se observan también en otros miembros de la familia plakina (Figura 
R23). C840 y C882 están altamente conservadas en otras plakinas. Por otro lado, 
H865 y A877, que contribuirían al bolsillo de específicidad, están poco conservadas 
en otras plakinas. La posición de H865 se encuentra ocupada mayoritariamente por 
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Lys en otras plakinas, mientras que en la posición de A877 hay una mayor 
variabilidad. En resumen, estos datos sugieren que ninguna plakina reconoce 
ligandos ricos en Pro, o al menos no lo hace de una forma canónica. Sin embargo, 
las secuencias de dominios SH3 de -espectrinas (I y II) presentan residuos 
aromáticos en las posiciones que forman el sitio de unión a ligando ricos en Pro. 
 
Figura R23.-Alineamiento múltiple de las secuencias de dominios SH3 de plakinas y -
espectrinas.- La secuencia del SH3 de la plectina humana (Uniprot Q15149-2) se alineó con la de 
otras plakinas humanas: BPAG1e (Q03001-3), MACF1 (Q9UPN3-2), desmoplakina (P15924), 
envoplakina (Q92817), periplakina (O60437), las plakinas de invertebrados: VAB-10A de 
Caenorhabditis elegans (Q86NF8) y Shot de Drosophila melanogaster (A1Z9J1); y dos α-espectrinas 
humanas: I-espectrina (eritrocito, P02549) y II-espectrina (cerebro, Q13813). Los elementos de 
estructura secundaria de la estructura del SH3 están representados sobre el alineamiento. Los 
residuos conservados que forman parte de los bolsillos de unión en α-espectrinas están sombreados 
en azul, mientras que los residuos de plakinas que posiblemente no se unen a ligando de una manera 
canónica están sombreados en amarillo. 
 
Por último, el pseudo-sitio de unión a ligando de plectina está parcialmente ocluido 
debido a la interacción intra-molecular entre el SR4 y el SH3 (Figura R24), lo que 
impide su participación en la interacción con ligandos potenciales. Los residuos 
C840, Y842, P879 y C882 contribuyen a la superficie de interacción con el SR4 (ver 
antes). Esto sugiere que en plectina y otras plakinas, el área correspondiente a los 
bolsillos XP ha evolucionado para participar en una interacción intra-molecular con el 
SR4, en lugar de interaccionar con ligandos de poli-Pro. Por otro lado, el bolsillo de 
especificidad está accesible en la superficie de la molécula. 
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Figura R24.- Oclusión del pseudo-sitio de unión del dominio SH3 de plectina en la interacción 
con el SR4.-(A) Estructura del dominio SH3 en el contexto de la estructura del fragmento SR4-SR5. 
El SH3 se muestra en la misma orientación que en la figura 17. (B) Vista detallada de la oclusión 
parcial del pseudo-sitio de unión del dominio SH3 por el SR4. 
 
2.3.- Estructura cristalográfica de la región SR5-SR6-∆SH3. 
La estructura de la región SR5-SR6 del dominio plakina se ha resuelto empleando 
dos fragmentos similares. En la construcción SR5-SR6-∆SH3-A la región 
correspondiente al dominio SH3 se ha sustituido por la secuencia GSGSG, mientras 
que en la construcción SR5-SR6-∆SH3-B el SH3 se ha sustituido por el tripéptido 
GSG. En las dos construcciones la F752 se sustituyó por Ala. En la estructura del 
SR4-SR5 el anillo aromático de F752 está ocluido por el lazo A/B del SR4. Mediante 
la mutación F752A se ha reducido el carácter hidrofóbico de esta superficie, ahora 
expuesta al solvente en las construcciones SR5-SR6-SH3. 
 
2.3.1.- Resolución de la estructura del SR5-SR6-∆SH3-A. 
La estructura cristalográfica del fragmento SR5-SR6-∆SH3-A (750-818-GSGSG-889-
1006) se resolvió mediante SIRAS, usando datos de difracción de un cristal nativo y 
de un cristal derivado con 1 mM del compuesto mercurial EMTS. Los datos de 
difracción de ambos cristales se tomaron empleando un generador de rayos-x de 
ánodo rotatorio. El cristal nativo difractó a una resolución máxima de 3.05 Å, 
mientras que el cristal derivado difractó a 4.8 Å de resolución (Tabla R10). Los 
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cristales nativos del SR5-SR6-∆SH3-A pertenecen al grupo espacial H3, con unas 
dimensiones de la celda unidad a=b=175.1 Å y c=50.5 Å. 
Según el grupo espacial, las dimensiones de la celda unidad y el peso molecular de 
este fragmento (22,3kDa), en la unidad asimétrica cabrían 2 o 3 moléculas del SR5-
SR6-∆SH3-A que corresponde con un contenido de solvente de 63% y 44.6 %, y un 
coeficiente de Matthews (VM) (Kantardjieff & Rupp, 2003; Matthews, 1968) de 3.32 y 
2.21 Å3/Da, respectivamente. 
Para analizar el contenido del cristal y la organización de las moléculas dentro de la 
unidad asimétrica, se calculó la función de auto-rotación de este fragmento. La 
sección polar = 120º mostró un único pico correspondiente al eje ternario de 
simetría cristalográfica (Figura R25A). En la sección polar = 180º se observaron 6 
picos en Φ=0º con un espaciado de 60º en Ψ. Estos picos no se corresponden a los 
ejes de simetría cristalográfica y sugieren la presencia de ejes binarios de simetría 
no cristalográfica perpendiculares al eje z en el plano x-y (Figura R25B). 
 
Tabla R10.- Estadísticas de los datos de difracción del SR5-SR6-∆SH3-A. 
 SR5-SR6-∆SH3-A (750-818-GSGSG-889-1006) 
Conjunto de datos Nativo 1 mM EMTS 
Grupo espacial H3 H3 
Dimensiones de la  
celda unidad 
a=b=175.1 Å c=50.6 Å 
α=β=90º γ=120º 
a=b=177.5 Å c=50.5 Å 
α=β=90º γ=120º 
Longitud de onda (Å) 1.5418 1.5418 
Resolución (Å) 3.05 (3.17-3.05)a 4.8 (5.0-4.8)a 
Reflexiones únicas 10927 5826b 
Multiplicidad promedio 4.8 (4.8)a 4.4 (4.4)a 
Completitud (%) 99.2 (97.9)a 99.9 (100.0)a 
Rmeasc (%) 9.1 (60.6)a 13.0 (38.4)a 
<I/σI> 18.7 (3.6)a 11.3 (4.3)a 
Risod (%)  30.1 
Poder de faseado 
isomórfico / anômalo   
1.29 / 0.69 
Figura de mérito (FOM)   0.42 
 a Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolución. 
 b Los pares de Bijvoet se mantienen separados. 
 c Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus (Diederichs & Karplus, 
1997) 
 d Riso =Σ||Fder| - |Fnat|| Σ/|Fnat|,donde Fder es el factor estructural del derivado con el átomo pesado y el Fnat 
es el factor estructural de la proteína nativa. 
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Figura R25.- Función de auto-rotación del fragmento SR5-SR6-∆SH3-A.-(A) Proyección 
estereográfica desde el eje c en la sección polar = 120º, en la cual se observa un pico que 
corresponde al eje ternario de simetría cristalográfica (SC). (B) Proyección estereográfica desde el eje 
c en la sección polar = 180º. Se observan 6 picos (5.8) que corresponden a ejes de simetría no 
cristalográfica (SNC) en Ψ=20º, Φ=0º; Ψ=80º, Φ=0º y Ψ=140º, Φ=0º y las posiciones equivalentes. El 
gráfico se ha generado con el programa GRLF (Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango 
de resolución 15-3.2 Å. El radio de integración fue de 34 Å.  
 
La subestructura formada por 4 átomos de Hg se resolvió utilizando el programa 
SHELXD (Sheldrick & Schneider, 1997) y la interfaz gráfica HKL2MAP (Pape & 
Schneider, 2004). La posición de los átomos de Hg y la distribución de probabilidad 
de fases se refinó usando el programa autoSHARP (Bricogne et al, 2003). Por 
último, las fases se mejoraron mediante modificación de la densidad electrónica y se 
extendieron hasta una resolución de 3.1 Å utilizando el programa SOLOMON 
(Abrahams & Leslie, 1996). A partir de las fases obtenidas por SIRAS se obtuvo un 
mapa de densidad electrónica interpretable (Figura R26). Empleando la estructura 
cristalográfica del fragmento SR4-SR5, se localizaron dos copias del SR5 en el 
mapa de densidad electrónica experimental, utilizando el programa MOLREP (Vagin 
& Teplyakov, 1997) en la suite CCP4 (Collaborative Computational Project Number 
4, 1994). Seguidamente, se construyó manualmente la hélice A del SR6 como una 
poli-Ala continuando la hélice C del SR5. Por último, se construyeron manualmente 
hélices de poli-Ala correspondientes a las hélices B y C del SR6. 
La estructura se refinó frente a datos nativos a 3.05 Å de resolución usando el 
programa PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005). Inicialmente, se refinó de forma 
independiente la posición del SR5 y de las 3 hélices del SR6 mediante refinado de 8 
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cuerpos rígidos. En etapas posteriores, se combinó refinado posicional, refinado de 
valores B individuales y refinado de 4 grupos TLS en cada molécula. Durante el 
refinado se incluyeron restricciones de simetría no cristalográfica, empleando 4 
grupos que se corresponden aproximadamente con: (i) el SR5, la hélice A del SR6 y 
el lazo B/C del SR6; (ii) el lazo A/B del SR6; (iii) los dos primeros tercios de la hélice 
B de SR6; y (iv) la hélice C del SR6. 
Durante los ciclos de inspección y modificación manual de la estructura, además del 
mapa obtenido por SIRAS se emplearon mapas 2mFobs-DFcal y mFobs-DFcalc 
calculados tanto a partir de los modelos refinados, como promediando múltiples 
modelos en los que se aplica un desplazamiento aleatorio a las posiciones atómicas 
(averaged kick) (Praaenikar et al, 2009). Además se emplearon mapas afilados en 
los que se aplicaron valores B negativos para dar mayor peso a los términos de alta 
resolución, aumentando así los detalles del modelo (DeLaBarre & Brunger, 2006) 
 
Figura R26.- Mapa de SIRAS de la estructura SR5-SR6-∆SH3A. Vista estereoscópicas de una zona 
representativa del mapa calculado con las fases derivadas de SIRAS, después de la modificación de 
densidad con SOLOMON. El mapa está contorneado a 1Å Sección correspondiente a las 
hélices A y B del SR5 representadas como una cadena de Cα. 
 
En una de las moléculas se observó densidad electrónica que no pertenecía a la 
cadena polipeptídica y se encontraba rodeada por los grupos carbonilo de S967, 
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E968, A970 y F973 en el lazo B/C del SR6. En esta densidad se modeló un ión Na+ 
cuyas distancias a los mencionados carbonilos se restringió a 2.38 Å (Harding, 
2006). El refinado convergió en un Rwork de 20.5% y un Rfree de 24.5% (Tabla 
R11). El modelo final incluye los residuos del 750 al 818 y del 888 al 1000 en la 
molécula A y del 750 al 818 y del 889 al 996 en la molécula B, a excepción de una 
región del lazo B/C del SR6 en la molécula B (aminoácidos 972–974), para la cuál 
no se observa una clara densidad electrónica. Tampoco se modelaron los cinco 
residuos (GSGSG) que se encuentran en el lazo B/C del SR5 sustituyendo al 
dominio SH3. Únicamente, en la molécula A se modeló una de las Gly de esta 
secuencia. La estructura tiene una geometría excelente, con el 99.1% de los ángulos 
de torsión de la cadena principal están localizados en regiones favorecidas del 
gráfico de Ramachandran y el 0.9% restante en regiones adicionalmente permitidas. 
Las dos moléculas de la unidad asimétrica están relacionadas por una rotación de 
180º (detectada en el análisis de auto-rotación) y un desplazamiento de ~10 Å a lo 
largo del eje longitudinal de las moléculas. Este dímero asimétrico no parece tener 
una relevancia biológica. 
 
Tabla R11.- Estadísticas del refinado del SR5-SR6-∆SH3-A 
SR5-SR6-∆SH3-A (750-818-GSGSG-889-1006) 
Rango de resolución (Å) 48 – 3.05 
Reflexiones únicas, work/free 10400 / 524 
R work (%) 20.5 
R freea (%) 24.5 
Número de aminoácidos b 182 / 174 
Número de Na+ 1 
Valor B promedio (Å2)  
           Wilson plot 56.9 
           Proteínab 60.9 / 113.8 
           Na+                                                 72.2 
RMSD  
           Distancias de enlace (Å)              0.007 
           Ángulos de enlace (º) 0.966 
Aminoácidos en las regiones 
del diagrama de Ramachandranc 
           Más favorecidas 343 (99.1%) 
           Adicionalmente permitidas 3 (0.9%) 
           No permitidas 0 (0.0%) 
a Calculado con el 5% de las reflexiones que no se incluyeron en el refinado. 
b Valores para la moléculas A y B, respectivamente. 
c Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007) 
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2.3.2.- Resolución de la estructura del SR5-SR6-∆SH3-B. 
A partir de un cristal del fragmento SR5-SR6-∆SH3-B (aminoácidos 750-818-GSG-
889-1006) se midió un juego de datos hasta una resolución máxima de 3.1 Å 
empleando un generador de rayos-x de ánodo rotatorio. El cristal pertenece al grupo 
espacial C2, con unas dimensiones de la celda unidad de: a=129.4 Å, b=47.8 Å, 
c=106.8 Å, α=90º, β=126.7º y γ=90º (Tabla R12).  
Según las dimensiones de la celda unidad, el grupo espacial y el peso molecular del 
SR5-SR6-∆SH3-B (22,4 kDa), lo más probable es que la unidad asimétrica 
contuviese 2 o 3 moléculas, que corresponde a un contenido de solvente de 60.3% y 
40.4%, y un VM de 3.09 y 2.06 Å3/Da, respectivamente. 
 
Tabla R12.-  Estadísticas de los datos de difracción del SR5-SR6-∆SH3-B 
SR5-SR6-∆SH3-B (750-818-GSG-889-1006) 
Conjunto de datos Nativo 
Grupo espacial C2 
Dimensiones de la  
celda unidad (Å) 
a=129.4 Å b= 47.8 Å c=106.8 Å 
α=γ=90º β=126.7º 
Longitud de onda 1.5418  
Resolución (Å) 3.10 (3.27 - 3.10)a 
Reflexiones únicas 9587 
Multiplicidad promedio 3.9 (4.2)a 
Completitud (%) 97.6 (96.8)a 
Rmeasb (%) 8.9 (55.7)a 
<I/σI> 15.7 (3.1)a 
a Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor   
resolución.  
b Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus 
(Diederichs & Karplus, 1997) 
 
La estructura de SR5-SR6-∆SH3-B se resolvió mediante reemplazo molecular 
empleando la estructura SR5-SR6-∆SH3-A como modelo de búsqueda. Se 
localizaron dos copias en la unidad asimétrica. La estructura se refinó frente a datos 
de difracción a 3.1 Å de resolución. Inicialmente se empleó refinado DEN 
(Deformable Elastic Network) con el programa CNS (Brunger, 2007; Brunger et al, 
1998; Schroder et al, 2010). Seguidamente, la estructura se refinó con el programa 
PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005) de manera similar a como se había refinado 
la estructura de SR5-SR6-∆SH3-A. Las principales diferencias fueron el refinado de 
6 grupos TLS (3 en cada molécula) y la utilización de 13 grupos para definir las 
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restricciones de simetría no cristalográfica. El refinado convergió en un Rwork de 
23.8 % y un Rfree de 27.8 % (Tabla R13). El modelo final del SR5-SR6-∆SH3-B 
incluye las regiones 747-818 y 889-1000 en la cadena A; y 747-818 y 889-1001 en la 
cadena B. En el extremo N-terminal de ambas moléculas, se observó densidad 
electrónica adicional que se modeló como tres residuos (Ser, His y Met) (numerados 
747-749) presentes en la proteína de fusión. Además, en ambas moléculas se 
construyeron los tres aminoácidos (GSG) que sustituyen al dominio SH3 en el lazo 
B/C del SR5. Este modelo tiene una geometría óptima, el 99.5% de los ángulos de 
torsión de la cadena principal están localizados en regiones favorecidas del gráfico 
de Ramachandran y el 0.5% restante está en regiones adicionalmente permitidas.  
 
Tabla R13.- Estadísticas del refinado del SR5-SR6-∆SH3-B 
                                               SR5-SR6-∆SH3-B (750-818-GSG-889-1006) 
Rango de resolución (Å) 36 - 3.10 
Reflexiones únicas, work/free 9123 / 460 
R work (%) 23.8 
R freea (%) 27.8 
Número de aminoácidosb 187 / 188 
Valor B promedio (Å2)  
 Wilson plot 61.7 
 Proteínab 71.4 / 86.5 
RMSD  
 Distancias de enlace (Å)            0.005 
 Ángulos de enlace (º) 0.759 
Aminoácidos en las regiones 
del diagrama de Ramachandranc 
 Más favorecidas 369 (99.5%) 
 Adicionalmente permitidas 2 (0.5%) 
 No permitidas 0 
a Calculado con el 5% de las reflexiones  que no se incluyeron en el refinado. 
b Valores para la moléculas A y B, respectivamente. 
c Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007) 
 
 
2.3.3.- Descripción de la estructura SR5-SR6-∆SH3. 
La estructura de la región SR5-SR6-∆SH3 es similar en ambos fragmentos. Los dos 
SRs se disponen en tándem uno a continuación del otro, adoptando una estructura 
con forma alargada con unas dimensiones aproximadas de 85 Å de longitud y ~20-
25 Å de diámetro (Figura R27). La unión del SR5 con el SR6 tiene lugar a través de 
una α-hélice continua C-A, como se ha observado en otros pares de SRs (ver antes). 
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Las hélices A y B del SR5 y las hélices B y C del SR6 se sitúan en lados opuestos 
del eje longitudinal de la molécula. En la zona de unión SR5/SR6, el lazo A/B del 
SR5 se aproxima al lazo B/C del SR6 (Figura R28A). La cadena lateral de R780 en 
el SR5 podría llegar a establecer un puente de hidrógeno con el carbonilo de G972 
en el lazo B/C del SR6. 
 
 
 
Figura R27.- Estructura cristalográfica de la región SR5-SR6-∆SH3-A del dominio plakina de 
plectina.- (A) Representación esquemática del dominio plakina de plectina, la región estudiada se 
corresponde con los sub-dominios SR5 (verde) y SR6 (naranja). (B) Dos vistas ortogonales de la 
representación en lazos de la estructura cristalográfica de la región SR5-SR6-∆SH3-A. 
 
 
Cada SR individual tiene la estructura prototípica de estos sub-dominios, constituida 
por 3 α-hélices que forman un haz con giro levógiro. La estructura del SR5 en los 
fragmentos SR5-SR6-∆SH3-A y B es en general similar a la observada en el 
fragmento SR4-SR5. La eliminación del dominio SH3 en los fragmentos SR5-SR6-
∆SH3-A y B no altera la estructura del SR5. Sin embargo, se observan diferencias 
significativas en zonas del SR5 adyacentes al SR6. La hélice B0 que se había 
observado en el fragmento SR4-SR5 se encuentra integrada dentro de la hélice B en 
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las construcciones SR5-SR6-∆SH3. En consecuencia también existen variaciones 
significativas en el lazo A/B del SR5 que resultan en diferencias de hasta ~4 Å en la 
posición de los Cα entre ambas estructuras (Figura R28B). Estas diferencias se 
deben a la presencia o ausencia del SR6, por lo tanto la conformación de esta región 
del SR5 en la plectina íntegra está mejor representada por la estructura de los 
fragmentos SR5-SR6-∆SH3. 
 
Figura R28.- Estructura dela región en torno al lazo A/B del SR5 en el fragmento SR5-SR6-∆SH3 
(A) Vista detallada del SR5 (verde) y SR6 (dorado) alrededor del lazo A/B del SR5 y del lazo B/C del 
SR6 en la estructura SR5-SR6-∆SH3-A. Es posible que el grupo carboxamino de Q924 en el SR6 
establezca puentes de hidrógeno con los grupos carbonilo de R780 o A782 en el SR5. (B) 
Comparación del lazo A/B en la estructura SR4-SR5 (rosa) y en la estructura SR5-SR6-∆SH3-A 
(azul). Se muestran dos vistas ortogonales. La conformación de esta región en la estructura SR5-
SR6-∆SH3-B es similar a la mostrada para SR5-SR6-∆SH3-A. 
 
El SR6 es de menor tamaño que los otros SRs. Las hélices del SR6 son 
aproximadamente una o dos vueltas de hélice más cortas que en otros SRs de 
plectina. Destaca la presencia de una hélice corta, denominada B0 (aminoácidos 
938-944), en el lazo A/B, que está orientada de forma aproximadamente 
perpendicular al eje longitudinal del haz formado por las hélices A-B-C (Figura 
R27B). La hélice B0 del SR6 recuerda a la hélice B0 observada en el SR5 en la 
estructura SR4-SR5. Sin embargo en el SR6 la hélice B0 no sobrepasa el extremo 
de la hélice C. Por lo tanto es razonable que su entorno estructural sea similar en la 
molécula de plectina completa. 
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2.3.4.- Comparación de las dos estructuras de la región SR5-SR6-∆SH3. 
La estructura de cada SR individual es muy similar en las cuatro moléculas de los 
fragmentos SR5-SR6-∆SH3-A y B (dos moléculas en la unidad asimétrica de cada 
cristal). Tras superponer por pares las cuatro estructuras del SR5, la rmsd en la 
posición de todos los Cα oscila entre 0.02 y 0.62 Å (Tabla R14, Figura R29A). De 
forma similar, la comparación por pares de las 4 estructuras del SR6 da una rmsd 
entre 0.46 y 0.75 Å (Figura R29B).  
 
Tabla R14. Comparación de las estructuras del SR5 y SR6 en los fragmentos SR5-SR6-∆SH3-A 
y B. se muestran los valores de la rmsd en la posición de los C tras la superposición por parejas de 
los SRs. 
 
  SR5 SR6 
  SR5-SR6-∆SH3-A SR5-SR6-∆SH3-B SR5-SR6-∆SH3-A SR5-SR6-∆SH3-B 
  mol A mol B mol A mol B mol A mol B mol A mol B 
SR5-SR6-∆SH3-A mol A - 0.02 Åa 0.54 Å 0.49 Å - 0.75 Åc 0.57 Å 0.61 Å 
SR5-SR6-∆SH3-A mol B - - 0.53 Å 0.44 Å - - 0.57 Å 0.84 Å 
SR5-SR6-∆SH3-B mol A - - - 0.62 Å b - - -   0.45 Åd 
 
Los superíndices (a,b,c y d) indican que las dos moléculas que se comparan se han refinado conjuntamente 
empleando restricciones de simetría no cristalográfica (SNC) entre ellas. El número de grupos SNC empleados 
dentro de cada SR ha sido: Uno, seis, tres y siete grupos de SNC, correspondiente a los superíndices a,b,c y d 
respectivamente. 
 
 
Figura R29.- Comparación de las estructuras del SR5 y el SR6 en los fragmentos SR5-SR6-
∆SH3-A y SR5-SR6-∆SH3-B.- (A) Dos vistas ortogonales de la superposición de las estructuras del 
SR5 en las dos moléculas de la unidad asimétrica de los cristales del fragmento SR5-SR6-∆SH3-A 
(naranja y morado) y las dos moléculas de SR5-SR6-∆SH3-B (azul y verde). (B) Dos vistas 
ortogonales de la superposición de las estructuras del SR6 en las dos moléculas de SR5-SR6-∆SH3-
A (naranja y morado) y las dos moléculas de SR5-SR6-∆SH3-B (azul y verde). El primer y último 
aminoácido de cada estructura está rotulado en ambos paneles. 
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Cuando se superponen los SR5 en las cuatro estructuras de la región SR5-SR6-
∆SH3 se observan diferencias significativas en la orientación de la posición del SR6 
respecto al SR5 (Figura R30A). Las mayores diferencias se observan entre las dos 
moléculas de la estructura SR5-SR6-∆SH3-B, que representan dos conformaciones 
extremas. En cambio, las diferencias entre las dos moléculas de SR5-SR6-∆SH3-A 
son menores y muestran conformaciones intermedias respecto a las moléculas de 
SR5-SR6-∆SH3-B. Tras superponer el SR5 en las dos moléculas de SR5-SR6-
∆SH3-B se observa una diferencia de ~10 Å en la posición de los Cα de la hélice B0 
y del extremo C-terminal del SR6. Estas dos conformaciones están relacionadas por 
un movimiento de bisagra en el cuál el SR6 gira como un cuerpo rígido ~17º 
respecto al SR5 entre ambas estructuras. Los residuos que se localizan en la zona 
de unión SR5/SR6 actúan como una bisagra en el movimiento. Además, este 
movimiento de cierre de la molécula está acompañado por un desplazamiento del 
lazo A/B del SR5 (Figura R30B). Estos resultados sugieren que la región de unión 
SR5/SR6 es una zona preferencial de variabilidad conformacional que permite una 
moderada pero significativa flexibilidad. 
 
Figura R30.- Identificación del movimiento de bisagra entre el SR5 y el SR6 por comparación 
de la estructura de las dos moléculas de la unidad asimétrica de SR5-SR6-∆SH3-B.-(A) Dos 
vistas ortogonales de las dos moléculas de la estructura SR5-SR6-∆SH3-A (naranja y morado) y las 
dos moléculas de SR5-SR6-∆SH3-B (azul y verde), tras superponer los SR5. (B) Identificación de 
movimientos de dominios por comparación de la estructura de las dos moléculas del SR5-SR6-∆SH3-
B. Las estructuras están coloreadas según los dominios que se mueven, identificados con el 
programa DynDom (Hayward & Berendsen, 1998) que corresponden al SR5 (azul) y SR6 (verde). Los 
residuos que actúan como bisagra (morado) se localizan en la unión SR5/SR6. Los aminoácidos del 
lazo A/B (naranja) acompañan el movimiento del SR6. El eje de rotación del movimiento de bisagra 
se muestra como una línea negra y las flechas indican la dirección del movimiento. 
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2.4.- Estructura cristalográfica del SR7-SR8.     
2.4.1.- Difracción de los cristales de SR7-SR8 y resolución de la estructura. 
La estructura cristalográfica del fragmento SR7-SR8 (aminoácidos 1004-1233) se 
resolvió mediante SIRAS, usando datos de difracción de un cristal nativo y de un 
cristal derivado con 1 mM del compuesto mercurial EMTS. Se obtuvo un conjunto de 
datos de difracción del cristal nativo a una resolución máxima de 2.05 Å y datos del 
cristal derivado a 2.5 Å, utilizando en ambos casos un generador de rayos-x de 
ánodo rotatorio. Los cristales nativos pertenecen al grupo espacial P21 siendo las 
dimensiones de la celda unidad: a=45.9 Å, b=115.4 Å, c=64.5 Å, α=90º, β=97.7º 
γ=90º (Tabla R15). El cristal derivado es isomorfo con el cristal nativo.  
 
Tabla R15.-Estadísticas de los datos de difracción del SR7-SR8. 
 SR7-SR8 (1004-1233) 
Conjunto de datos Nativo 1 mM EMTS 
Grupo espacial P21 P21 
Dimensiones de la  
celda unidad (Å) 
a=45.9 Å b=115.4 Å c=64.5 Å
α=90º β=97.7º γ=90º 
a=45.1 Å b=115.9 Å c=64.4 Å
α=90º β=97.4º γ=90º 
Longitud de onda (Å) 1.5418 1.5418 
Resolución (Å) 2.05 (2.15-2.05)a 2.5 (2.6-2.5)a 
Reflexiones únicas 40717 42703b 
Multiplicidad promedio 7.5 (7.3)a 3.8 (3.9)a 
Completitud (%) 97.6 (99.4)a 95.5 (94.3)a 
Rmeasc (%) 6.1 (53.2)a 7.8 (46.1)a 
<I/σI> 23.1 (6.1)a 13.7 (4.2)a 
Risod (%)  37.3 
Poder de faseado 
iso cent / iso acent / anom  1.04 / 0.83 / 0.86 
Figura de mérito (FOM) 
acéntricas / céntricas  0.36 / 0.29 
 a Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolución. 
 b Los pares de Bijvoet se mantienen separados. 
 c Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por Diederichs y Karplus (Diederichs & Karplus, 1997) 
 d Riso =Σ||Fder| - |Fnat|| Σ/|Fnat|,donde Fder es el factor estructural del derivado con el átomo pesado y el Fnat es 
el factor estructural de la proteína nativa. 
 
Según el grupo espacial, las dimensiones de la celda unidad y el peso molecular de 
esta proteína (26.4kDa), era probable que la unidad asimétrica incluyese 2 o 3 
moléculas de SR7-SR8, que corresponde a un contenido en solvente de 62% y 43% 
y un coeficiente de Matthews de 3.24 Å3/Da y 2.16 Å3/Da, respectivamente. Dentro 
de la caracterización cristalográfica inicial, se calculó la función de auto-rotación a 
partir de los datos del cristal nativo (Figura 25). Únicamente la sección polar = 180º 
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mostró dos picos significativos en =10º =90º y =100º =90º que difieren de los 
que corresponden a la simetría cristalográfica. Estos picos sugieren la presencia de 
un eje binario de simetría no cristalográfica (SNC) perpendicular al eje y, que al ser 
perpendicular al eje binario cristalográfico resulta en dos picos (picos de Klug).  
 
Figura R31.- Función de auto-rotación del fragmento SR7-SR8.- Proyección estereográfica de la 
sección polar = 180º de la función de auto-rotación. El gráfico se generó con el programa GRLF 
(Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango de resolución 10 - 3.5 Å y un radio de 
integración de 25 Å. Se observan 2 picos que corresponden a ejes de simetría no cristalográfica 
(SNC) en Ψ=90º, Φ=10º; Ψ=90º, Φ=100º. Los picos pertenecientes a la simetría cristalográfica se 
indican como SC. 
 
La subestructura de átomos de Hg se resolvió inicialmente utilizando los programas 
SHELXC/D/E (Schneider & Sheldrick, 2002) y la interfaz gráfica HKL2MAP (Pape & 
Schneider, 2004). A continuación, los 5 átomos de Hg con mayor ocupación se 
refinaron con el programa autoSHARP (Bricogne et al, 2003), que además permitió 
la identificación de otros 7 átomos de Hg. Por último, las distribuciones de 
probabilidad de sus fases se mejoraron y se extendieron hasta el límite de resolución 
de los datos nativos (2.05 Å) mediante modificación de densidad con el programa 
SOLOMON (Abrahams & Leslie, 1996). Las fases así obtenidas permitieron calcular 
un mapa de densidad electrónica interpretable (Figura R32). A partir de este mapa 
se construyó automáticamente un modelo atómico inicial que cubría 
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aproximadamente el 76 % del trazado final de la proteína (352 residuos) utilizando el 
programa ARP/wARP (Perrakis et al, 1999).  
 
 
Figura R32.- Mapa de SIRAS de la estructura SR7-SR8.- (A) Vista de una sección correspondiente 
a la hélice A del SR7 del mapa calculado con las fases derivadas de SIRAS, después de la 
modificación de densidad. El mapa está contorneado a 1 (B) Vista de la misma sección de la hélice 
A del SR7 de un mapa OMIT 2mFobs-DFcal obtenido después de un ciclo de refinado mediante 
recocido simulado (simulated annealing) tras la eliminación de esta región de la estructura. El mapa 
se muestra a un nivel de 1. En ambas figuras se muestra la estructura final de esta región. 
 
 
La estructura de SR7-SR8 se refinó frente a datos nativos a 2.05 Å de resolución 
usando el programa PHENIX.REFINE (Afonine et al, 2005), de forma similar a como 
se refinó la estructura del fragmento SR3-SR4 (ver antes). En las etapas iniciales, el 
modelo se refinó empleando el método de recocido simulado. En etapas posteriores, 
se realizó refinado posicional, refinado de valores B individuales y refinado de 3 
grupos TLS en cada molécula. En las etapas iniciales del refinado se utilizaron 
restricciones de simetría no cristalográfica, que se dejaron de emplear en las etapas 
finales. Se incluyeron moléculas de solvente en picos positivos sobre 3σ en los 
mapas de diferencia mFobs-DFcalc y sobre 1σ en mapas 2mFobs-DFcalc cuando se 
apreció un entorno de puentes de hidrógeno razonable. El refinado convergió en un 
valor de Rwork de 21.5 % y de Rfree de 25.6 % (Tabla R16). La estructura final del 
SR7-SR8 incluye los aminoácidos 1005-1229 de la molécula A, 1005-1232 de la 
molécula B y 311 moléculas de solvente. La estructura presenta una excelente 
geometría, el 99.4% de los ángulos de torsión de la cadena principal se localizan en 
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regiones favorecidas del diagrama de Ramachandran y el 0.6% están en regiones 
adicionalmente permitidas (Figura R33). 
 
Tabla R16.- Estadísticas del refinado de la estructura SR7-SR8.  
 SR7-SR8 (1004-1233) 
Rango de resolución (Å) 19.6 - 2.05 
Reflexiones únicas, work/free 38638 / 2056 
R work (%) 21.5 
R free a (%) 25.6 
Número de aminoácidos b 225 / 228 
Número de moléculas de solvente 311 
Valor B promedio (Å2)  
           Wilson plot 30.9 
           Proteína b 43.28 / 48.66 
           Solvente 45.61 
RMSD  
           Distancias de enlace (Å) 0.009 
           Ángulos de enlace (º) 1.086 
Aminoácidos en las regiones 
del mapa de Ramachandran c 
           Más favorecidas 403 (99.4%) 
           Adicionalmente permitidas 10 (0.6%) 
           No permitidas  0 (0.0%) 
a Calculado con el 5% de las reflexiones  que no se incluyeron en el refinado. 
b Valores para las moléculas A y B, respectivamente. 
c Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007) 
 
 
 
Figura R33.-  Diagrama de Ramachandran de la estructura SR7-SR8. 
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2.4.2.- Descripción de la estructura del SR7-SR8. 
La estructura del SR7-SR8 está formada por dos sub-dominios organizados en 
tándem, de manera similar a la organización de otros pares de SRs del dominio 
plakina, dando lugar a una estructura con forma de varilla alargada de ~ 105 Å de 
longitud y 20–25 Å de ancho (Figura R34). Las dos moléculas de SR7-SR8 son muy 
similares entre sí, siendo la rmsd en la posición de todos los átomos de la cadena 
principal 0.34 Å y 0.31 Å para el SR7 y SR8 respectivamente. Las dos moléculas 
presentes en la unidad asimétrica están relacionadas por un eje binario no 
cristalográfico detectado en el análisis de la función de auto-rotación y establecen 
contacto a nivel de los dominios SR8 que se disponen de forma antiparalela. No hay 
indicios para asignar una función biológica a este dímero cristalográfico. 
 
 
Figura R34.- Estructura cristalográfica de la región SR7-SR8 del dominio plakina de plectina.- 
(A) Representación esquemática del dominio plakina de plectina, la región estudiada se corresponde 
con los sub-dominios SR7 (rojo) y SR8 (azul). (B) Dos vistas ortogonales de la representación en 
lazos de la estructura cristalográfica del SR7-SR8. 
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Tanto el SR7 como el SR8 muestran la estructura característica de los SR 
canónicos, formados por tres α-hélices. Destaca que la hélice B del SR8 se extiende 
aproximadamente dos vueltas de hélice más allá del inicio de la hélice C lo que hace 
que se solape con el SR7. La hélice B del SR8 tiene una discontinuidad debida a la 
presencia de P1171, este tipo de alteración de la estructura helicoidal es frecuente la 
hélice B de otros SRs (Sonnenberg et al, 2007).  
En la región de unión SR7/SR8 se solapan los haces de hélices del SR7 y el SR8. 
Las hélices B del SR7 y el SR8 y la hélice C-A se disponen aproximadamente en el 
mismo plano. Esto da lugar a la formación de dos pequeñas zonas en las que los 
haces contiene 4 hélices (Figuras R34 y R35). Además, existe una interacción entre 
el lazo A/B del SR7 y el lazo B/C del SR8. Entre ambos lazos predominan contactos 
polares. Las cadenas laterales de E1200 y y R1203 en el SR8 establecen puentes 
de hidrógeno con la cadena principal del SR7, mientras que las cadenas laterales 
del R1035 (SR7) y E1196 (SR8) que forman un puente salino.  
 
Figura R35.- Estructura de la zona de unión entre el SR7 y el SR8.-  Las hélices B del SR7 y del 
SR8 se solapan con la hélice C-A que une el SR7 y el SR8. Los lazos A/B del SR7 y B/C del SR8 
establecen contactos adicionales. Se muestran las cadenas laterales de residuos de los lazos A/B del 
SR7 y B/C del SR8 implicados en la interacción entre los dos sub-dominios o en la estabilización de la 
estructura de esta región. Los puentes de hidrógeno se muestran como líneas discontinuas. Además 
de las interacciones polares, existen contactos hidrofóbicos, como el establecido entre P1037 y 
V1199. 
 
En resumen, esta estructura sugiere que la zona de unión SR7-SR8 tiene muy 
limitada variabilidad conformacional y que es una región rígida, a diferencia de otros 
pares de SRs del dominio plakina. 
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2.5.- Estructura cristalográfica del SR7-SR9.     
2.5.1.- Difracción de los cristales de SR7-SR9 y resolución de la estructura. 
Se tomaron datos de difracción de cristales del fragmento SR7-SR9 (aminoácidos 
1004-1372) usando radiación sincrotrón en la línea ID 13.2 del ESRF (Grenoble, 
Francia). La difracción de estos cristales es marcadamente anisotrópica (Figura 
R36). El mejor cristal difractó a una resolución máxima de ~3.5 Å en la mejor 
dirección de difracción y ~4 Å en la peor dirección. Los intentos por mejorar la 
calidad de los cristales, tanto durante la cristalización como mediante el tratamiento 
de los cristales (empleando diferentes soluciones crioprotectoras, deshidratación de 
los cristales, procesos de re-congelación, etc) fueron infructuosos. 
 
Figura R36.- Patrón de difracción de un cristal nativo del SR7-SR9.- (A) Imagen del patrón de 
difracción del SR7-SR9 correspondiente a una oscilación de 1º. Debido a la marcada anisotropía, no 
se observan reflexiones en varias regiones del patrón de difracción. Los anillos concéntricos indican 
diversos valores de resolución. (B) Detalle de una región del patrón de difracción de la figura A. Se 
observan reflexiones hasta una resolución de 3.5 Å en la parte superior izquierda (indicadas con 
flechas). 
 
Los cristales de SR7-SR9 pertenecen al grupo espacial C2, siendo las dimensiones 
de su celda unidad: a=75.2 Å, b=90.6 Å, c=154.3 Å, α=90º, β=99.2º γ=90º (Tabla 
R17). La estimación del contenido de la unidad asimétrica sugirió que lo más 
probable era la presencia 2 o 3 moléculas de SR7-SR9, que corresponden a un 
contenido en solvente de 59.4% y 39.2%, y un VM de 3.03 Å3/Da y 2.02 Å3/Da, 
respectivamente. La función de auto-rotación muestra varios picos en la sección 
polar = 180º (Figura R37). El pico más significativo diferente del eje binario de 
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simetría cristalográfica (SC) aparece a Ψ=90º, Φ=45º y sugiere la presencia de un 
eje binario de simetría no cristalográfica perpendicular el eje y que se orientaría en la 
diagonal formada por los ejes x y z. La aplicación del eje binario cristalográfico sobre 
el eje no cristalográfico crea un pico de Klug en Ψ=90º, Φ=135º, que está 
enmascarado por unos picos con forma alargada que enlazan los extremos del eje b.  
 
Tabla R17.-Estadísticas de los datos de difracción del SR7-SR9. 
 SR7-SR9 (1004-1372) 
Conjunto de datos Nativo 
Grupo espacial C2 
Dimensiones de la  
celda unidad (Å) 
a=75.2 Å b=90.6 Å c=154.3 Å  
α=90º β= 99.2 γ=90º 
Longitud de onda (Å) 0.933 
Resolución (Å) 3.5 (3.7-3.5)a 
Reflexiones únicas 11322 
Multiplicidad promedio 7.2 (6.9)a 
Completitud (%) 86.8 (62.4)a 
Rmeasb (%) 8.4 (75.9)a 
<I/σI> 13.5 (3.2)a 
a Los valores entre paréntesis corresponden a los datos de la concha de mayor resolución. 
b Rmeas es el factor independiente R de multiplicidad descrito por  
Diederichs y Karplus (Diederichs & Karplus, 1997) 
 
 
 
Figura R37.- Función de auto-rotación del fragmento SR7-SR9.- Proyección estereográfica de la 
sección polar = 180º de la función de auto-rotación. El gráfico se generó con el programa GRLF 
(Tong & Rossmann, 1997) usando datos en un rango de resolución 15.0–3.7 Å. El radio de 
integración fue de 40 Å. Se observan dos picos que corresponden a un eje de simetría no 
cristalográfica (SNC) en Ψ=90º Φ=45º y Ψ=90º Φ=135º. Los picos pertenecientes a la simetría 
cristalográfica se indican como SC. 
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La estructura se faseó mediante reemplazo molecular. En un primer paso se empleó 
la estructura de la región SR7-SR8 como modelo de búsqueda. Se localizaron dos 
copias del SR7-SR8 en la unidad asimétrica. A continuación, se construyó un 
modelo de homología del SR9 a partir de la estructura cristalográfica del SR1 de α-
espectrina eritrocítica (código PDB: 3LBX) (Ipsaro et al, 2010), que muestra un 17% 
de identidad de secuencia con la de plectina. En la búsqueda se localizaron dos 
copias del modelo del SR9. En cada una de ellas, el extremo N-terminal se 
encontraba adyacente al extremo C-terminal de un SR8. 
A partir de este modelo inicial se llevó a cabo un proceso de refinado frente a datos 
experimentales hasta una resolución de 3.7 Å, con el programa PHENIX.REFINE 
(Afonine et al, 2005). En las primeras etapas, se refinó la posición de cinco cuerpos 
rígidos en cada molécula, correspondientes al SR7, SR8 y a cada una de las tres 
hélices del SR9. Se continuó con ciclos de refinado empleando recocido simulado y 
refinado de valores B agrupados (un grupo por residuo). En etapas posteriores se 
combinó refinado posicional, refinado de valores B individuales  y refinado de tres 
grupos TLS en cada molécula. Durante el refinado, se utilizaron restricciones de 
simetría no cristalográfica, empleando tres grupos, cada grupo correspondiente a un 
SR. También se utilizaron restricciones derivadas de la estructura a alta resolución 
de la región SR7-SR8 a partir de la cual se definieron restricciones de ángulos 
diedros en la estructura. Los ciclos de refinado se alternaron con la modificación 
manual de la estructura usando el programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004). Se 
emplearon mapas 2mFobs-DFcalc y mFobs-DFcalc, también se emplearon mapas 
afilados (DeLaBarre & Brunger, 2006)  mediante la aplicación de valores B negativos 
(típicamente entre -75 Å2 y -150 Å2) los cuales también se promediaron mediante 
aplicación de simetría no cristalográfica. 
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Tabla R18.-  Estadísticas del refinado de la estructura SR7-SR9 
                                                                  SR7-SR9 (1004-1372) 
Rango de resolución (Å) 56.1 - 3.7 
Reflexiones únicas, work/free 9468 / 527 
R work (%) 29.6 
R free a (%) 32.7 
Número de aminoácidos  b 326 / 337 
Valor B promedio (Å2)  
           Wilson plot 114 
           Proteína b 181 / 180 
RMSD  
           Distancias de enlace (Å) 0.006 
           Ángulos de enlace (º) 1.315 
Aminoácidos en las regiones 
del diagrama de Ramachandran c 
           Más favorecidas 638 (98.9%) 
           Adicionalmente permitidas 7 (1.1%) 
           No permitidas 0 (0.0%) 
a Calculado con el 5% de las reflexiones que no se incluyeron en el refinado. 
b Valores para las moléculas A y B, respectivamente. 
c Calculado con el programa MOLPROBITY (Davis et al, 2007) 
 
El modelo final incluye los residuos 1008-1078, 1086-1263, 1278-1320 y 1335-1368 
en la molécula A y 1006-1080, 1084-1142, 1148-1262, 1268-1320, 1335-1369 en la 
molécula B. Las regiones que no se incluyeron por falta de densidad electrónica 
definida, incluyen el lazo B/C del SR7, el lazo A/B del SR9 y el lazo B/C del SR9 en 
ambas moléculas. Además, en la molécula B tampoco se incluyó el lazo A/B del 
SR8. La estructura contiene las cadenas laterales de los residuos de los dominios 
SR7 y SR8, que se refinaron empleando como referencia la estructura a alta 
resolución de SR7-SR8. Sin embargo, en el SR9 sólo se incluyeron las cadenas 
laterales de aquellos residuos en los que la densidad electrónica ofrecía una clara 
indicación de la conformación de éstas; mientras que el resto de los residuos se 
truncaron tras el C. Gracias a las restricciones empleadas por el programa 
PHENIX.REFINE, el 98.9% de los ángulos de torsión de la cadena principal de esta 
estructura se localizan en regiones favorecidas del diagrama de Ramachandran, el 
1.1% restante de los aminoácidos ocupan regiones adicionalmente permitidas y no 
hay residuos en regiones prohibidas (Figura R38). 
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Figura R38.-Diagrama de Ramachandran de la estructura SR7-SR9. 
 
2.5.2.- Descripción de la estructura del SR7-SR9. 
La estructura del SR7-SR9 consiste en tres SRs que se disponen de manera 
contigua a lo largo del eje longitudinal de la molécula, dando lugar a una estructura 
alargada de ~150 Å (Figura R39). Éste es el único fragmento del dominio plakina de 
plectina formado por tres SRs, cuya estructura se ha resuelto en este trabajo. Los 
SRs que constituyen esta región están unidos entre sí a través de α-hélices 
continuas, la hélice C del SR de la región amino de la molécula se une con la hélice 
A del SR adyacente de la región carboxilo.  
En este fragmento, la organización estructural del primer par de SRs (SR7-SR8) es 
idéntica a la observada en la estructura cristalográfica a alta resolución de SR7-SR8. 
Únicamente existen pequeñas diferencias en el extremo N-terminal de la hélice B del 
SR8 y en el lazo A/B respecto a la estructura SR7-SR8, que se debe a la interacción 
de esta región de la hélice B con el SR9, que hace que las α-hélices se empaqueten 
más estrechamente.  
El SR9 también tiene una estructura de SR canónico, formada por tres α-hélices. La 
secuencia que une las hélices B y C del SR9 de plectina y otras plakinas, es 
aproximadamente 20-residuos más extenso que en otros SRs (Sonnenberg et al, 
2007). Esta secuencia adicional extiende la hélice B aproximadamente 3 o 4 vueltas, 
de modo que esta prolongación de la hélice B forma un haz de 4 hélices con el SR8.  
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Figura R39.- Estructura cristalográfica de la región SR7-SR9 del dominio plakina de plectina.- 
(A) Representación esquemática del dominio plakina de plectina, la región estudiada se corresponde 
con los sub-dominios SR7 (rojo), SR8 (azul) y SR9 (verde). (B) Dos vistas ortogonales de la 
representación en lazos de la estructura cristalográfica del SR7-SR9. 
 
 
Los cristales del SR7-SR9 contienen dos moléculas en la unidad asimétrica. La 
orientación relativa de los tres SRs es prácticamente igual en las dos moléculas (las 
restricciones de simetría no cristalográfica se aplicaron dentro de cada SR individual 
pero no a la disposición relativa de los SRs). Las dos moléculas del SR7-SR9 están 
relacionadas por un eje de simetría binario paralelo al eje longitudinal de la molécula 
(Figura R40). Las dos moléculas establecen contactos a lo largo de los tres SRs, 
siendo la mayor zona de contacto la que establecen las hélices C de los SR9. 
Además se producen contactos inter-moleculares adicionales a nivel del lazo A/B del 
SR7, el lazo B/C del SR8, y el extremo C-terminal de la hélice B del SR9. 
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Figura R40.- Representación de las dos moléculas del SR7-SR9 relacionadas por simetría. 
 
2.6.- Estructura individual de cada repetición de espectrina (SR) del dominio 
plakina. 
En la Figura R41 se muestra de forma comparativa la estructura individual de los 
nueve SRs presentes en el dominio plakina de plectina. Todos los SRs tienen una 
estructura global alargada similar de ~60-70 Å de longitud y ~25-30 Å de ancho, a 
excepción del SR6 que es de menor tamaño y tiene una longitud de ~40 Å. 
A pesar de la similitud estructural, se observan diferencias entre los SRs. Por 
ejemplo, la longitud de las α-hélices no está conservada entre los distintos SRs. Las 
diferencias más notables se aprecian en la hélice B, que es inusualmente larga en el 
SR8 y el SR9 sobresaliendo del haz helicoidal junto al extremo N-terminal. Por otro 
lado, en algunos dominios la hélice B se encuentra interrumpida por un quiebro en la 
zona central helicoidal. Esta interrupción en la hélice B aparece en los SRs de 
espectrinas, como en el SR3 de α-actinina. En plectina se observa en los dominios 
SR1, SR3, SR8 y SR9. En el SR1 y el SR8 se debe a la presencia de un residuo de 
Pro (P357 en el SR1 y P1171 en el SR8), el cual no está presente en el SR3 ni el 
SR9. Esta deformación de la hélice B parece estar relacionada con la presencia de 
residuos relativamente voluminosos en el núcleo hidrofóbico del SR. 
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Figura R41.-Comparación estructural de los nueve SRs individuales del dominio plakina de 
plectina. (A) Diagrama de las tres hélices (A, B y C) de un SR canónico, que se unen con una 
topología: arriba-abajo-arriba. (B) Representación en lazos de la estructura cristalográfica de los 
nueve SR. Todos los SRs se representan en la misma orientación a lo largo del panel. Las hélices 
están rotuladas con letras mayúsculas y las hélices equivalentes en cada SR se muestran en el 
mismo color, siguiendo el esquema de color del diagrama A. Las estructuras del SR1 y SR2 
provienen del par SR1-SR2 (código PDB: 2ODU), el SR3 del fragmento SR3-SR4, el SR4 del 
fragmento SR4-SR5, el SR5 y SR6 del fragmento SR5-SR6-∆SH3-A, el SR7 y SR8 del fragmento 
SR7-SR8 y el SR9 del fragmento SR7-SR9. La posición del quiebro en la hélice B del SR1, SR3, SR8 
y SR9 está indicado con un triángulo relleno. 
 
2.7.- Comparación de la organización relativa entre SRs del dominio plakina. 
En el dominio plakina, los SRs adyacentes están unidos por una región helicoidal 
que se forma por la fusión de la hélice C del primer SR(n) con la hélice A del 
segundo SR(n+1) (Figura R42). A pesar de compartir esta característica común, la 
orientación relativa de los SRs adyacentes no está conservada a lo largo del dominio 
plakina. En la Figura 36 se representa la estructura cristalográfica de cada uno de 
los cinco pares de SRs de plectina resueltos en este trabajo, además de la 
estructura del par SR1-SR2 (Sonnenberg et al, 2007). Estas seis estructuras 
constituyen todos los posibles pares de SRs del dominio plakina, a excepción de los 
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pares SR6-SR7 y SR2-SR3. En este último, el SR2 está unido al SR3 por una región 
de aproximadamente 25 aminoácidos no helicoidal.  
 
Figura R42.- Comparación de la orientación relativa entre pares de SRs del dominio plakina.- 
Representación en forma de cordón de la estructura cristalográfica de seis pares de SRs del dominio 
plakina de plectina. Todos los pares de SRs están centrados respecto a la región de unión entre SRs, 
sobre la línea negra discontinua. El primer SR de cada par: (SR)n se muestra con una orientación 
similar en todos los pares de SRs, para comparar visualmente la orientación relativa del segundo 
SRs. Las hélices equivalentes en todos los SRs están coloreadas en azul, amarillo y rojo, 
respectivamente (Hélices A,B y C). 
 
Se observa una gran variabilidad en la organización de SRs contiguos a lo largo del 
dominio plakina. Para analizar la relación entre SRs adyacentes podemos suponer 
que en cada par de SRs, el primer SR(n) se puede superponer aproximadamente 
sobre el segundo SR(n+1) realizando una traslación y un giro a lo largo del eje 
longitudinal de la molécula. Por un lado, se observan diferencias en el 
desplazamiento o traslación que relaciona a los SRs a lo largo del eje longitudinal de 
la molécula, que dan lugar a un mayor o menor solapamiento de los SRs a lo largo 
de este eje. En los pares SR3-SR4, SR5-SR6, SR7-SR8 y SR8-SR9 hay una región 
de ~10-15 aminoácidos que forma parte de ambos dominios (Figura R42), mientras 
que en la estructura del par SR4-SR5 y del SR1-SR2 no se observa un solapamiento 
longitudinal entre los SRs. Por otro lado, se aprecian diferencias en la orientación 
relativa de los SRs adyacentes, que se corresponden con variaciones en el grado de 
giro y/o inclinación de un SR respecto al anterior. 
En resumen, existe una gran variabilidad en el grado de imbricación longitudinal de 
los SRs contiguos y en la orientación relativa de un SR respecto al anterior a lo largo 
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de todo el dominio plakina. Esto sugiere que la variabilidad conformacional y 
posiblemente la flexibilidad entre los SRs es también diferente en distintas regiones 
del dominio plakina. 
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3.- CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL DEL DOMINIO PLAKINA EN 
SOLUCIÓN MEDIANTE DISPERSIÓN DE RAYOS-X A BAJO ÁNGULO (SAXS). 
Con el fin de caracterizar la estructura del dominio plakina en solución hemos 
aplicado métodos de dispersión de rayos-x a bajo ángulo (SAXS), ya que esta 
técnica proporciona información sobre la forma y el tamaño de proteínas en solución 
y permite la estimación de estructuras a baja resolución. 
Se han analizado mediante SAXS cinco fragmentos de la región SR3-SR9 del 
dominio plakina de plectina (Figura R43). Dos de éstos corresponden a la región 
central del dominio plakina: SR3-SR5 y SR3-SR6; otros dos corresponden a la 
región C-terminal: SR6-SR9 y SR7-SR9. Por último, se ha analizado un fragmento 
que incluye la región SR3-SR9 completa. 
 
Figura R43.- Fragmentos recombinantes del dominio plakina de plectina analizados mediante 
SAXS.Todos los fragmentos se expresan como proteínas solubles en E.coli. 
 
La estrategia seguida en el análisis mediante SAXS de los fragmentos del dominio 
plakina se muestra en la Figura R44. En primer lugar, a partir de los perfiles 
experimentales de SAXS de los fragmentos analizados se han estimado sus 
parámetros estructurales y se han calculado estructuras a baja resolución mediante 
métodos ab initio. Además, puesto que se dispone de la estructura cristalográfica de 
los subdominios que forman los fragmentos analizados, ha sido posible construir 
modelos atómicos de estas regiones. Posteriormente, estos modelos se han 
evaluado frente a los datos experimentales de SAXS a tres niveles, comparando: los 
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perfiles de dispersión, los parámetros estructurales y las estructuras a baja y a alta 
resolución.  
 
Figura R44.- Estrategia seguida en la caracterización estructural mediante SAXS de fragmentos 
del dominio plakina en solución. 
 
3.1.- Caracterización estructural de la región SR3-SR5 en solución. 
En el estudio de la región SR3-SR5 (residuos 543-918) mediante SAXS se midió el 
perfil de dispersión a cuatro concentraciones: 1.2, 2.4, 4.8 y 9.6 mg/ml. Los datos no 
mostraron síntomas de que exista agregación de forma apreciable en el rango de 
concentraciones ensayadas. En la Figura R45A se muestra el perfil de dispersión 
extrapolado a dilución infinita. La masa molecular aparente de SR3-SR5 
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correspondiente al volumen excluido calculado a partir de los datos de SAXS es 45.2 
± 0.5 kDa. Este valor es similar a la masa molecular calculada a partir de su 
secuencia (43.3 kDa) y confirma que este fragmento de plectina es un monómero en 
solución. El análisis de Guinier revela que el SR3-SR5 tiene un Rg de 43.9 ± 4.5 Å 
(Figura R45C, Tabla R19). Este valor es similar dentro del error experimental al Rg 
de 42.9 ± 2.3 Å determinado en el cálculo de la función de distribución de distancias 
(P(r)) usando datos en un rango de vector de dispersión q entre 0.017 y 0.35 Å-1. La 
P(r) se caracteriza por un máximo en torno a una distancia de 20 Å y una larga cola 
hasta una distancia máxima (Dmax) de 145 Å (Figura R45B). La forma de esta P(r) 
es característica de estructuras alargadas. 
La representación de los datos de SAXS mediante el gráfico de Kratky (Figura 
R45D) muestra una curva que se aproxima a cero a altos valores de q; esto es 
característico de proteínas plegadas y sugiere que el SR3-SR5 en solución tiene una 
estructura compacta sin una presencia significativa de regiones desordenadas. 
 
Tabla R19.- Parámetros estructurales de la región SR3-SR5. 
 Rg b Rg c Dmax 
Volumen de  
Porod 
Peso  
molecular 
SAXSa 43.9 ± 4.5 Å 42.9 ± 2.3 Å 145 Å 60136 Å3 45.2 ± 0.5 kDa 
Modelo 40.3 Å d    155 Å d  43.3 kDa 
a Parámetros estructurales determinados a partir de los datos experimentales de SAXS 
b Estimación a partir de la aproximación lineal de Guinier 
c Estimación a partir de la P(r) 
d Calculado con el programa HYDROPRO. 
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Figura R45.- Análisis mediante SAXS de la región SR3-SR5. (A) Perfil de dispersión experimental 
del fragmento SR3-SR5 para el rango de vector de 0.01 a 0.35 Å-1 (círculos azules). La línea roja 
corresponde al perfil de dispersión calculado a partir del modelo atómico de esta región. (B) Función 
de distribución de distancias inter-atómicas (P(r)), calculada a partir de los datos experimentales 
(línea continua azul) y P(r) calculada a partir de la estructura atómica (línea discontinua roja). (C) 
Gráfico de Guinier en el cual se representan los datos experimentales en el rango 0.68 < qRg < 1.26 
con sus barras de error. (D) Gráfico de Kratky calculado a partir de los datos de SAXS.  
 
3.1.1.- Estructura de la región SR3-SR5 en solución a baja resolución. 
A partir de los datos experimentales de SAXS del fragmento SR3-SR5 se 
construyeron modelos a baja resolución mediante métodos ab initio utilizando los 
programas DAMMIF (Franke & Svergun, 2009) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000). 
Con cada programa se generaron 10 reconstrucciones independientes. El valor 
promedio de NSD de los modelos calculados con DAMMIF y DALAI_GA fue 0.59 ± 
0.03 y 0.63 ± 0.02 respectivamente, lo que ilustra que cada programa genera 
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reconstrucciones estables que dan lugar a modelos muy similares entre sí. A partir 
de cada conjunto de 10 modelos se calculó una estructura promedio (Figura R46). 
Las estructuras promedio calculadas con DAMMIF y DALAI_GA son muy similares 
entre sí, siendo el valor de NSD entre ellas de 0.56. 
La estructura del SR3-SR5 en solución se asemeja a un cilindro o varilla de ~145 Å 
de longitud y ~30 Å de diámetro, con una protuberancia lateral. Esta protuberancia 
está descentrada a lo largo del eje longitudinal y define un brazo largo y un brazo 
corto en la varilla. 
 
 
Figura R46.- Estructura a baja resolución de la región SR3-SR5 calculada a partir de los datos 
de SAXS. Envueltas de las estructuras promedio calculadas con los programas DAMMIF (Franke & 
Svergun, 2009) (A) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000) (B). 
 
3.1.2.- Modelo atómico de la región SR3-SR5 y comparación con la estructura 
derivada de los datos de SAXS. 
A pesar de que no se tuvo éxito en la cristalización del fragmento SR3-SR5, fue 
posible construir un modelo de la estructura de esta región empleando como moldes 
las estructuras cristalográficas de los fragmentos SR3-SR4 y SR4-SR5. 
La estructura de SR3-SR5 se construyó superponiendo las regiones 
estructuralmente conservadas del SR4 en las estructuras de SR3-SR4 y SR4-SR5 
(Figura R47). Seguidamente, se combinaron las coordenadas de los aminoácidos 
543-660 y 692-727 de la estructura cristalográfica de SR3-SR4 (correspondientes al 
SR3 y regiones del SR4) con la estructura de las regiones 661-691 y 728-915 de la 
estructura cristalográfica de SR4-SR5 (correspondientes a regiones del SR4, SR5 y 
al dominio SH3). El modelo así construido revela que el SR3-SR5 tiene una forma 
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alargada o de varilla en la que los tres SRs están aproximadamente alineados a lo 
largo del eje longitudinal de la molécula. 
 
Figura R47.- Modelo atómico de la región SR3-SR5. (A) Representación esquemática del dominio 
plakina de plectina, la región para la cual se construyó el modelo atómico se corresponde con los sub-
dominios SR3 (rosa), SR4 (azul), SH3 (naranja) y SR5 (verde). (B) Estructuras cristalográficas de los 
fragmentos SR3-SR4 y SR4-SR5 que se utilizaron para construir el modelo SR3-SR5. 
 
El perfil de SAXS teórico calculado a partir del modelo SR3-SR5 es prácticamente 
idéntico al observado experimentalmente (Figura R45A). De forma similar la P(r) 
calculada para el modelo es muy similar a la derivada de los datos de SAXS (Figura 
R45B). El Rg calculado para el modelo es 40.3 Å, que entra dentro del error 
experimental de los valores derivados experimentalmente (Tabla R14). La Dmax del 
modelo es de 155 Å, si bien el 99.99% de las distancias ocurren a D<147 Å, un valor 
muy similar al observado en la P(r) obtenida de los datos de SAXS. En resumen, el 
modelo atómico SR3-SR5 reproduce correctamente los datos de dispersión 
experimental y los parámetros estructurales derivados de éstos. 
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Además, existe una excelente concordancia entre el modelo atómico SR3-SR5 y las 
estructuras a baja resolución calculadas a partir de los datos de SAXS (Figura R48). 
El cilindro que forma el SR3-SR5 se corresponde con los tres SRs de esta región y 
el dominio SH3 coincide con la protuberancia. El SR5 ocupa el brazo corto de la 
estructura cilíndrica, mientras que el brazo largo se corresponde con el SR3 y parte 
del SR4. 
 
Figura R48.- Estructura de la región SR3-SR5 en solución y comparación con el modelo 
atómico. Tres vistas ortogonales de la superposición del modelo teórico del fragmento SR3-SR5 en 
las envueltas a baja resolución calculadas a partir de datos experimentales de SAXS con los 
programas DAMMIF (Franke & Svergun, 2009) (A) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000) (B). 
 
En resumen, la región SR3-SR5 adopta en solución una estructura alargada en la 
que la disposición de los sub-dominios adyacentes es compatible con la observada 
en las estructuras cristalográficas. 
 
3.2.- Caracterización estructural de la región SR3-SR6 en solución. 
Para estudiar la estructura de la región SR3-SR6 (aminoácidos 543-1003) se midió 
el perfil de dispersión a tres concentraciones: 1.3, 2.6 y 10.4 mg/ml. El perfil de 
dispersión extrapolado a dilución infinita se muestra en la Figura R49A. Las 
muestras del SR3-SR6 eran homogéneas, monodispersas en solución y no se 
apreciaron síntomas de agregación entre las partículas. La masa molecular aparente 
del SR3-SR6 correspondiente al volumen excluido estimado a partir de los datos de 
SAXS es 54 ± 0.4 kDa, un valor muy similar al calculado a partir de su secuencia 
(53.2 kDa), lo que confirma que este fragmento de plectina es un monómero en 
solución.  
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La P(r) del SR3-SR6 presenta un máximo a una distancia de 20 Å y una larga cola 
hasta una distancia máxima (Dmax) de 170 Å (Figura R49B). La forma de esta P(r) 
es comparable a la determinada para el SR3-SR5 (ver antes) y es característica de 
estructuras alargadas. 
El Rg calculado a partir de la aproximación lineal de Guinier 46.7 ± 7.8 Å (Tabla R20, 
Figura R49C) es muy similar al Rg, 50.7 ± 2.7 Å, determinado en el cálculo de la P(r) 
usando datos en un rango de vector de dispersión q entre 0.017 y 0.35 Å-1 (Tabla 
R20). La representación de Kratky de los datos de SAXS muestra curva en forma de 
campana asimétrica que se aproxima a cero a valores medios y altos de q. Esta 
forma es característica de proteínas plegadas, lo que sugiere que el fragmento SR3-
SR6 en solución tiene una estructura compacta sin regiones desordenadas (Figura 
R49D). 
 
Tabla R20.- Parámetros estructurales de la región SR3-SR6. 
 Rg b Rg c Dmax 
Volumen de  
Porod 
Peso  
molecular 
SAXS a 46.7 ± 7.8 Å 50.7 ± 2.7 Å 170 Å 89800 Å3 54 ± 0.4 kDa 
Modelo 49.6 ± 0.6 Å  191 ±1.7Å d  53.2 kDa 
a Parámetros estructurales determinados a partir de los datos experimentales de SAXS 
b Estimación a partir de la aproximación lineal de Guinier. 
c Estimación a partir de la P(r). 
d Calculado con el programa HYDROPRO.  
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Figura R49.- Análisis mediante SAXS de la región SR3-SR6. (A) Perfil de dispersión experimental 
del fragmento SR3-SR6 para el rango de vector de 0.01 a 0.35 Å-1 (círculos azules). La línea roja 
corresponde al perfil de dispersión calculado a partir del modelo atómico de esta región. (B) Función 
de distribución de distancias inter-atómicas, (P(r)), calculada a partir de los datos experimentales 
(línea continua azul) y P(r) calculada a partir de la estructura atómica (línea discontinua roja). (C) 
Gráfico de Guinier en el que se representan los datos experimentales en el rango 0.84 < qRg < 1.22 
con sus barras de error. (D) Gráfico de Kratky calculado a partir de los datos de SAXS. 
 
3.2.1.- Estructura de la región SR3-SR6 en solución a baja resolución. 
Usando los datos experimentales de SAXS del fragmento SR3-SR6, se generaron 
modelos a baja resolución mediante métodos ab initio, usando los programas 
DAMMIF (Franke & Svergun, 2009) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000). Como en el 
caso anterior, cada programa generó 10 reconstrucciones independientes. Las 
estructuras obtenidas con cada programa son muy similares entre sí, siendo el valor 
promedio de NSD de los modelos calculados con DAMMIF y DALAI_GA, 0.62 ± 0.02 
y 0.63 ± 0.02 respectivamente. A partir de cada grupo de 10 estructuras generadas 
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con DAMMIF o DALAI_GA se calculó una estructura promedio (Figura R50). Las dos 
estructuras promedio son muy similares entre sí, representado por un valor de NSD 
de 0.57 ± 0.02. Estas estructuras revelan que la región SR3-SR6 tiene una forma de 
varilla alargada de ~170 Å de longitud y ~30 Å de diámetro, que presenta un 
abultamiento o discontinuidad en la parte central, la cual posiblemente corresponde 
al dominio SH3. La estructura de la región SR3-SR6 es muy similar a la determinada 
para la región SR3-SR5. Sin embargo, en la estructura del SR3-SR6 la 
protuberancia asignada al dominio SH3 divide la varilla en dos mitades o brazos de 
longitudes similares. Esto sugiere que el SR6 se localiza en el extremo del brazo 
corto del fragmento SR3-SR5 extendiendo la longitud total de la estructura. 
 
Figura R50.- Estructura a baja resolución de la región SR3-SR6 calculada a partir de los datos 
de SAXS. Envueltas de las estructuras promedio calculadas con los programas DAMMIF (Franke & 
Svergun, 2009) (A) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000) (B). 
 
3.2.2.- Modelo atómico de la región SR3-SR6 y comparación con la estructura 
derivada de los datos de SAXS. 
Los ensayos cristalográficos realizados con este fragmento no fueron fructíferos y no 
se obtuvieron cristales de esta región. Sin embargo, fue posible construir modelos 
atómicos de la región SR3-SR6 empleando las estructuras cristalográficas de los 
fragmentos SR3-SR4, SR4-SR5 y SR5-SR6-∆SH3-A/B (Figura R51). La región SR5-
SR6 muestra una moderada variabilidad conformacional debido a un movimiento de 
bisagra localizado en la región de unión SR5/SR6, (ver sección 2.3 de Resultados). 
Por lo tanto, para obtener una representación de la región SR3-SR6 que ilustre esta 
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variabilidad, se construyeron cuatro modelos atómicos empleando cada una de las 
cuatro estructuras cristalográficas disponibles de los fragmentos SR5-SR6-∆SH3-A y 
B. 
En primer lugar, se construyó un modelo de la región SR3-SR5 tal y como se ha 
descrito anteriormente. A continuación, este modelo se combinó con cada una de las 
estructuras de SR5-SR6-∆SH3-A o B. Para ello, se superpusieron las regiones 
estructuralmente conservadas del SR5 en ambas estructuras y se combinaron las 
posiciones de las regiones 543-767 y 804-907 del modelo SR3-SR5 
(correspondientes al SR3, SR4, regiones del SR5 y al SH3) con las posiciones de 
las regiones 768-803 y 908-1000 de la estructura cristalográfica de SR5-SR6-∆SH3-
A o B (correspondientes a regiones del SR5 y al SR6). Los cuatro modelos tienen 
una forma alargada en la que los cuatro SRs se disponen de manera contigua y 
alineada con el eje longitudinal de la molécula, mientras que el dominio SH3 se sitúa 
en un lateral del modelo, dividiendo a éste, en dos regiones de similar longitud.  
Los perfiles teóricos de SAXS calculados a partir de los modelos atómicos SR3-SR6 
muestran un excelente ajuste con el perfil experimental (2 = 0.13) (Figura R49A). 
Los cuatro perfiles teóricos se superponen entre sí, lo que indica que los cuatro 
modelos son similares al nivel de resolución que se obtiene con esta técnica. Los 
valores del Rg calculados para los modelos son casi idénticos entre sí (49.6 ± 0.6 Å) 
y entran dentro del error del Rg experimental, (Tabla R21). Las P(r) teóricas de los 
cuatro modelos son prácticamente idénticas y reproducen la P(r) determinada a 
partir de los datos de SAXS (Figura R49B). La Dmax de los modelos es 191 ± 1.7 Å, 
si bien el 99.9% de las distancias inter-atómicas son menores de 175 Å, que es 
próximo a la Dmax determinada experimentalmente. Por tanto, a pesar de la 
variabilidad conformacional entre el SR5 y el SR6, los cuatro los modelos atómicos 
del SR3-SR6 reproducen satisfactoriamente los datos experimentales de SAXS de 
este fragmento. Las diferencias entre las estructuras atómicas son indistinguibles a 
la resolución de SAXS.  
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Figura R51.- Modelo atómico de la región SR3-SR6. (A) Representación esquemática del dominio 
plakina de plectina. La región para la cual se construyeron los modelos atómicos se corresponde con 
los sub-dominios SR3 (rosa), SR4 (azul), SH3 (naranja), SR5 (verde) y SR6 (naranja). (B) Estructuras 
cristalográficas de los fragmentos SR3-SR4, SR4-SR5 y SR5-SR6-∆SH3-A/B que se utilizaron para 
construir los cuatro modelos del SR3-SR6. 
 
 
Además, la superposición de los modelos construidos sobre las estructuras a baja 
resolución muestra un excelente ajuste, (Figura R52). Los cuatro SRs ocupan la 
estructura central del cilindro mientras que el dominio SH3 se corresponde con la 
protuberancia que sobresale en el lateral. 
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Figura R52.- Estructura de la región SR3-SR6 en solución y comparación con el modelo 
atómico. Tres vistas ortogonales de la superposición del modelo teórico del fragmento SR3-SR6 en 
las envueltas a baja resolución calculadas a partir de datos experimentales de SAXS con los 
programas DAMMIF (Franke & Svergun, 2009) (A) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000) (B). 
 
En resumen, los modelos atómicos construidos a partir de estructuras 
cristalográficas, representan adecuadamente la estructura del SR3-SR6 en solución. 
 
3.3.- Caracterización estructural de la región SR7-SR9 en solución. 
Con el fin de estudiar la estructura en solución de la región C-terminal del dominio 
plakina, se analizó la región SR7-SR9 (residuos 1004-1372) mediante SAXS, para lo 
cual se midió el perfil de dispersión a tres concentraciones diferentes: 3.4, 6.8 y 13.6 
mg/ml. Las muestras eran homogéneas, monodispersas y no se observó agregación 
entre las partículas en el rango de concentraciones analizadas. El perfil de 
dispersión experimental del fragmento SR7-SR9 extrapolado a dilución infinita se 
muestra en la Figura R53A. El Rg de esta molécula calculado a partir del análisis de 
Guinier es 39.4 ± 3.6 Å (Tabla R21, Figura R53C), siendo un valor muy similar al 
determinado a partir de la P(r), 43.0 ± 2.9 Å. La P(r) se determinó usando datos en 
un rango del vector de dispersión entre 0.017 y 0.3 Å-1 y presenta un máximo en 
torno a una distancia de 20 Å y una larga cola hasta una distancia máxima (Dmax) 
de 151 Å (Figura R53B). La forma de esta P(r) es similar a la determinada para los 
fragmentos SR3-SR5 y SR3-SR6 y es característica de moléculas alargadas. La 
masa molecular aparente de SR7-SR9 derivada del volumen excluido estimado a 
partir de los datos de SAXS es 41.9 ± 0.3 kDa, un valor casi idéntico al de la masa 
molecular teórica calculado a partir de su secuencia (41.7 kDa), lo que confirma que 
este fragmento es un monómero en solución.  
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En la Figura R53D se representan los datos de SAXS mediante el gráfico de Kratky. 
Esta gráfica tiene una forma de campana invertida y asimétrica que tiende a cero a 
valores de q cercanos a 0.3 Å-1. Esta forma es propia de proteínas que tienen un 
correcto plegamiento, lo que indica que el SR7-SR9 en solución muestra una 
estructura compacta sin la presencia de regiones desordenadas. 
 
Tabla R21.- Parámetros estructurales de la región SR7-SR9. 
 Rg b Rg c Dmax 
Volumen de  
Porod 
Peso  
molecular 
SAXS a 39.4 ± 3.6 Å 43.0 ± 2.9 Å 151 Å 69529 Å3 41.9 ± 0.3 kDa 
Estructura 
cristalográfica 42.2 Å 
d  161 Å d  41.7 kDa 
a Parámetros estructurales determinados a partir de los datos experimentales de SAXS 
b Estimación a partir de la aproximación lineal de Guinier 
c Estimación a partir de la P(r) 
d Calculado con el programa HYDROPRO. 
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Figura R53.- Análisis mediante SAXS de la región SR7-SR9. (A) Perfil de dispersión experimental 
del fragmento SR7-SR9 para el rango de vector de dispersión de 0.01 a 0.30 Å-1 (círculos azules). La 
línea roja corresponde al perfil de dispersión calculado a partir de la estructura cristalográfica de esta 
región. (B) Función de distribución de distancias inter-atómicas, (P(r)), calculada a partir de los datos 
experimentales (línea continua azul) y P(r) calculada a partir de la estructura cristalográfica (línea 
discontinua roja). (C) Gráfico de Guinier en el que se representan los datos experimentales en el 
rango 0.65 < qRg < 1.20 con sus barras de error. (D) Gráfico de Kratky calculado a partir de los datos 
de SAXS. 
 
 
3.3.1.- Estructura de la región SR7-SR9 en solución a baja resolución. 
A partir de los perfiles unidimensionales de SAXS de este fragmento, se 
construyeron modelos a baja resolución mediante métodos ab initio utilizando los 
programas de modelado DAMMIF (Franke & Svergun, 2009) y DALAI_GA (Chacon 
et al, 2000). Las 10 reconstrucciones independientes que generó cada programa son 
muy similares entre sí. El valor promedio de NSD de los modelos calculados con 
DAMMIF y DALAI_GA es 0.55 ± 0.02 y 0.56 ± 0.01 respectivamente. Los modelos 
promedio finales de cada programa son muy parecidos, representados por un valor 
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de NSD de 0.52 ± 0.01. Por tanto, estos dos programas de modelado generan 
estructuras estables y muy similares entre sí.  
La estructura a baja resolución de la región SR7-SR9 en solución revela una forma 
de cilindro alargado, con unas dimensiones de ~ 151 Å de longitud y ~ 30 Å de 
diámetro (Figura R54). Esta envuelta no muestra discontinuidades ni abultamientos y 
su forma alargada sugiere una disposición contigua y alineada de los tres SRs que la 
forman. 
 
Figura R54.- Estructura a baja resolución de la región SR7-SR9 calculada a partir de los datos 
de SAXS. Envueltas de las estructuras promedio calculadas con los programas DAMMIF (Franke & 
Svergun, 2009) (A) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000) (B). 
 
3.3.2.- Comparación de la estructura cristalográfica y la estructura derivada de 
los datos de SAXS de la región SR7-SR9. 
El perfil teórico de SAXS calculado a partir de la estructura cristalográfica del 
fragmento SR7-SR9 es prácticamente idéntico al observado experimentalmente, 
mostrando un excelente ajuste (2 = 0.12) en el rango de vector de dispersión de 
0.01 a 0.30 Å-1 (Figura R53A). Así mismo la P(r) teórica muestra una forma similar a 
la estimada a partir de los datos de SAXS (Figura 54B) y el valor del Rg calculado a 
partir de la estructura cristalográfica, 42.2 Å, entra dentro del error experimental del 
Rg estimado a partir de los datos de SAXS (Tabla R21). El valor de la Dmax de la 
estructura cristalográfica es 161 Å, sin embargo, el 99.9 % de las distancias ocurren 
a D<146 Å, un valor muy próximo al derivado a partir de los datos experimentales. 
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Por tanto, los parámetros estructurales del SR7-SR9 calculados a partir de la 
estructura cristalográfica coinciden con los estimados a partir del análisis mediante 
SAXS de esta proteína en solución.  
 
Además, la superposición de la estructura cristalográfica del SR7-SR9 sobre las 
estructuras a baja resolución muestra una gran similitud entre ambas (Figura R55). 
Los tres sub-dominios de la estructura cristalográfica ocupan la envuelta obtenida a 
partir de los datos de SAXS. 
 
Figura R55.- Estructura de la región SR7-SR9 en solución y comparación con la estructura 
cristalográfica. Tres vistas ortogonales de la superposición de la estructura cristalográfica del SR7-
SR9 en las envueltas a baja resolución calculadas a partir de datos experimentales de SAXS con los 
programas DAMMIF (A) y DALAI_GA (B).  
 
En resumen, existe una excelente concordancia entre la estructura cristalográfica y 
la estructura en solución de esta región, la cual se asemeja a una varilla rígida.  
 
3.4.- Caracterización estructural de la región SR6-SR9 en solución. 
Con el fin de analizar la disposición del SR6 con respecto a la región C-terminal se 
analizó el fragmento SR6-SR9 mediante SAXS. Se midió el perfil de dispersión del 
fragmento SR6-SR9-B (residuos 614-1372) a tres concentraciones, 1.9, 3.9 y 7.8 
mg/ml, y se extrapoló a dilución infinita (Figura R56A). La P(r) de este fragmento se 
determinó usando datos experimentales en un rango de vector de dispersión q entre 
0.014 y 0.30 Å-1. Esta P(r) muestra un máximo a una distancia de ~ 30 Å y una larga 
cola extendida hasta una distancia máxima (Dmax) de 195 Å (Figura R56B). De 
nuevo, la forma de esta P(r) indica que esta molécula es alargada.  
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El Rg del SR6-SR9-B estimado a partir de la P(r) es 56.5 ± 5.9 Å, mientras que el 
calculado a partir de la aproximación lineal de Guinier es 49.3 ± 7.9 Å (Figura R56C, 
Tabla R22). Posiblemente, estas diferencias entre los valores sean debidas al rango 
de vector de dispersión que cada aproximación utiliza para derivar el valor del Rg. 
Por un lado, en la aproximación por Guinier se utilizan los datos experimentales de 
muy bajo ángulo (q<0.1 Å-1). En este caso, a alta concentración se observa un ligero 
aumento de la intensidad en regiones de muy bajo ángulo (Figura R57). A pesar de 
que el gráfico de Guinier sigue siendo lineal para esta región (Figura R57), se 
observa una ligera desviación en la pendiente de la recta, lo que parece indicar la 
presencia de fuerzas atractivas entre las moléculas, por lo que es probable que el 
valor del Rg obtenido por esta aproximación no sea del todo preciso. Por otro lado, 
en la estimación del Rg a partir de P(r), se utiliza todo el rango de vector de 
dispersión q. En este caso, el efecto de la interacción entre las partículas tiene 
menor influencia, por lo que el Rg calculado a partir de la P(r) estaría menos 
afectado por una ligera agregación y su valor sería más preciso. 
La masa molecular aparente del SR6-SR9-B correspondiente al volumen excluido 
calculado a partir de los datos de SAXS es 63.9 ± 4.1 kDa, que es ligeramente 
superior al valor calculado a partir de la secuencia de aminoácidos, que es 55.2 kDa. 
A pesar de esta ligera discrepancia, estos datos indican que este fragmento es 
mayoritariamente un monómero en solución. 
La representación de los datos de SAXS mediante el gráfico de Kratky, (Figura 
R56D) muestra una curva con forma de parábola asimétrica, que se aproxima a cero 
a valores medios y altos de q. La forma de este gráfico indica que el fragmento SR6-
SR9-B tiene una estructura compacta en solución, sin la presencia de regiones 
desordenadas. 
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Tabla R22.- Parámetros estructurales de la región SR6-SR9-B. 
 Rg b Rg c Dmax 
Volumen de  
Porod  
Peso  
molecular 
SAXS a 49.3 ± 7.9 Å 56.5 ± 5.9 Å 195 Å 60000 Å3 63.9 ± 4.1 kDa 
Modelo 55.1 Å d  214 Å d  55.2 kDa 
a Parámetros estructurales determinados a partir de los datos experimentales de SAXS 
b Estimación a partir de la aproximación lineal de Guinier. 
c Estimación a partir de la P(r) 
d Calculado con el programa HYDROPRO. 
 
 
Figura R56.- Análisis mediante SAXS de la región SR6-SR9-B. (A) Perfil de dispersión 
experimental del fragmento SR6-SR9-B para el rango de vector de 0.014 a 0.30 Å-1 (círculos azules). 
La línea roja corresponde al perfil de dispersión calculado a partir del modelo atómico de esta región. 
(B) Función de distribución de distancias inter-atómicas (P(r)) calculada a partir de los datos 
experimentales (línea azul continua) y P(r) calculada a partir de la estructura atómica (línea 
discontinua roja). (C) Gráfico de Guinier en el cual se representan los datos experimentales en el 
rango 0.66 < qRg < 1.23 con sus barras de error. (D) Gráfico de Kratky calculado a partir de los datos 
de SAXS.  
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Figura R57.- Curvas de dispersión de rayos-x a bajo ángulo del fragmento SR6-SR9-B. 
Representación de las curvas de dispersión del fragmento SR6-SR9-B a tres concentraciones 
diferentes: a 7.8 (azul), 3.9 (rojo) y 20 mg/ml (verde) tras ser escaladas por la concentración. En el 
interior de la gráfica, se representan los datos de dispersión a bajo ángulo mediante un gráfico de 
Guinier para cada una de las curvas, en un rango de q de 0.008 a 0.02 Å. Se observa ligeras 
desviaciones en la pendiente de la curva de mayor concentración (azul) en comparación con las otras 
de menor concentración 
 
3.4.1.- Estructura de la región SR6-SR9-B en solución a baja resolución. 
Los datos experimentales de SAXS del fragmento SR6-SR9-B se emplearon para 
construir modelos a baja resolución mediante métodos ab initio, utilizando los 
programas DAMMIF (Franke & Svergun, 2009) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000). 
Se generaron 10 reconstrucciones independientes con cada programa. El valor 
promedio de NSD de los modelos calculados con DAMMIF y DALAI_GA es 0.69 ± 
0.14 y 0.65 ± 0.07 respectivamente, lo que significa que cada programa genera 
reconstrucciones estables y estructuras similares. Las estructuras promedio de 
DAMMIF y DALAI_GA también son muy similares entre si, representado por un valor 
de NSD de 0.68 ± 0.05. La estructura a baja resolución del SR6-SR9-B revela una 
forma de cilindro alargado con unas dimensiones de ~195 Å de longitud y ~30 Å de 
diámetro y muestra una cierta ondulación o serpenteo a lo largo del eje longitudinal 
de la estructura (Figura R58). La estructura de la región SR6-SR9 es 45 Å más larga 
que la estructura del SR7-SR9. Esta diferencia posiblemente se debe a la 
contribución del SR6 que se localizaría en uno de los extremos extendiendo la 
longitud total de la estructura.  
 
4.-Resultados 
141 
 
Figura R58.- Estructura a baja resolución de la región SR6-SR9-B calculada a partir de los 
datos de SAXS. Envueltas de las estructuras promediadas calculadas con los programas DAMMIF 
(Franke & Svergun, 2009) (A) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000) (B). 
 
3.4.2.- Modelo atómico de la región SR6-SR9-B y comparación con la 
estructura derivada de los datos de SAXS. 
El fragmento SR6-SR9-B se sometió a ensayos de cristalización, sin embargo no se 
obtuvieron cristales de este fragmento. A pesar de ello, se disponía de la estructura 
cristalográfica de varios fragmentos que componían esta región. Se construyó un 
modelo atómico del SR6-SR9-B a partir de la estructura cristalográfica del SR7-SR9 
(aminoácidos 1004-1372), del SR7-SR8 (aminoácidos 1004-1233) y del SR6 (914-
999) procedente de una de las estructuras cristalográficas de la región SR5-SR6. 
(Figura R59). Se desconoce la estructura de la región de cuatro aminoácidos (1000-
1003) que une el SR6 al SR7. En base a la organización de otros pares de SRs del 
dominio plakina, es razonable pensar que estos dos sub-dominios también se unen 
a través de una α-hélice continua. Por esta razón, estos cuatro residuos se 
modelaron como una α-hélice ideal de poli-Ala que une la hélice C del SR6 y la 
hélice A del SR7. En resumen, este modelo consiste en cuatro SRs dispuestos de 
manera contigua en tándem, alineados con el eje longitudinal de la molécula, 
formando una estructura alargada. 
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Figura R59.- Modelo atómico del fragmento SR6-SR9-B. (A) Representación esquemática del 
dominio plakina de plectina, la región para la cual se construyó el modelo atómico se corresponde con 
los sub-dominios SR6 (naranja), SR7 (rojo), SH8 (azul) y SR9 (verde). (B) Estructuras cristalográficas 
de los fragmentos SR5-SR6-∆SH3 y SR7-SR9 que se utilizaron para construir el modelo SR6-SR9-B.  
 
A partir de este modelo, se calculó el perfil de dispersión teórico, el cuál se ajusta al 
perfil experimental (Figura R56A). La P(r) teórica reproduce la P(r) experimental y 
presenta una distancia máxima (Dmax) de 214 Å y un valor del radio de giro (Rg) de 
55.1 Å. Además, la superposición del modelo atómico sobre la envuelta a baja 
resolución derivada a partir de los datos de SAXS muestra un buen ajuste entre 
ambas estructuras. (Figura R60). Únicamente pequeñas regiones de los extremos 
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de la molécula sobresalen de la envuelta de la estructura derivada de los datos de 
SAXS.  
 
Figura R60.- Estructura de la región SR6-SR9-B en solución y comparación con el modelo 
atómico. Tres vistas ortogonales de la superposición del modelo teórico del fragmento SR6-SR9-B 
en las envueltas a baja resolución calculadas a partir de datos experimentales de SAXS con los 
programas DAMMIF (Franke & Svergun, 2009) y DALAI_GA (Chacon et al, 2000). 
 
3.5.- Caracterización estructural de la región SR3-SR9 en solución. 
Por último se analizó la estructura en solución de la región SR3-SR9, que abarca 
todos los fragmentos descritos anteriormente. Para ello se midió el perfil de SAXS 
del fragmento 543-1372 a cuatro concentraciones diferentes: 1.1, 2.1, 4.3 y 8.6 
mg/ml. Las muestras eran monodispersas, homogéneas y no se observó agregación 
en el rango de concentraciones analizadas. El perfil de dispersión experimental del 
fragmento SR3-SR9 se calculó por extrapolación a dilución infinita (Figura R61A). El 
Rg estimado a partir del análisis de Guinier es 94.2 ± 20 Å (Tabla R23, Figura 
R61C), un valor que entra dentro del error experimental del Rg determinado a partir 
de la P(r), 97 ±19 Å. La P(r) determinada usando datos en un rango de dispersión q 
entre 0.02 y 0.3 Å-1 presenta un máximo en torno a una distancia de 20 Å y una larga 
cola extendida hasta una distancia máxima (Dmax) de 335 Å (Figura R61B). Tal y 
como se ha observado en el análisis de otros fragmentos del dominio plakina, esta 
forma de la P(r) es característica de moléculas alargadas. 
La masa molecular aparente de SR3-SR9 es 92 kDa, un valor muy próximo al 
calculado a partir de su secuencia (97.5 kDa), lo que confirma el estado monomérico 
de este fragmento en solución. La representación de los datos de dispersión 
experimental mediante el gráfico de Kratky (Figura R61D), muestra una curva 
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asimétrica que tiende a cero a valores de q cercanos a 0.3; esta forma es 
característica de proteínas correctamente plegadas, lo que significa que el fragmento 
SR3-SR9 tiene una estructura compacta en solución sin regiones significativamente 
desordenadas. 
 
Figura R61.- Análisis mediante SAXS de la región SR3-SR9. (A) Perfil de dispersión experimental 
del fragmento SR3-SR9 para el rango de vector de 0.01 a 0.30 Å-1 (círculos azules). La línea roja 
corresponde al perfil de dispersión calculado a partir de uno de los modelos atómicos. (B) Función de 
distribución de distancias inter-atómicas, (P(r)), calculada a partir de los datos experimentales (línea 
discontinua azul) y a partir del modelo (línea roja discontinua). (C) Gráfico de Guinier en el que se 
representan los datos experimentales en el rango 0.7< qRg < 1.3 con sus barras de error. (D) Gráfico 
de Kratky calculado a partir de los datos experimentales de SAXS. 
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Tabla R23.- Parámetros estructurales de la región SR3-SR9. 
 Rg b Rg c Dmax 
Volumen de  
Porod 
Peso  
molecular 
SAXS a  94.2 ± 20 Å 97 ± 19 Å 335 Å 142000 Å3 92 ± N.D kDa 
Modelo 93.2 ± 1.3Å d  343 ±2 Å   97.5 kDa 
a Parámetros estructurales determinados a partir de los datos experimentales de SAXS 
b Estimación a partir de la aproximación lineal de Guinier 
c Estimación a partir de la P(r) 
d Calculado con el programa HYDROPRO. 
           N.D. No determinado 
 
3.5.1.- Estructura de la región SR3-SR9 en solución a baja resolución. 
Los programas de modelado DALAI_GA y DAMMIF no generaron modelos estables 
del fragmento SR3-SR9 a partir de los datos experimentales de SAXS. Los modelos 
obtenidos no presentaban continuidad, mostraban huecos en su interior del modelo y 
eran muy diferentes entre sí.  
Se combinó el modelado por métodos ab initio con un modelado de cuerpos rígidos 
utilizando las estructuras cristalográficas o modelos atómicos de los fragmentos que 
componen esta región: SR3-SR6; SR6-SR9 y SR7-SR9, junto con los perfiles de 
dispersión experimental de estos fragmentos. El programa BUNCH (Petoukhov & 
Svergun, 2005), utiliza estas estructuras como cuerpos rígidos y reconstruye los 
conectores que no se observan y construye un modelo con una conformación que 
mejor se ajuste a los datos experimentales. Sin embargo, en este caso, los 
resultados tampoco fueron satisfactorios, ya que en los modelos generados no 
situaban el extremo N-terminal de la región SR7-SR9 a continuación del extremo C-
terminal de la región SR3-SR6. Además, ni el perfil teórico calculado para estos 
modelos se ajustaba al experimental, ni los parámetros teóricos y experimentales 
eran parecidos. 
 
3.5.2.- Modelo atómico de la región SR3-SR9 y ajuste a los parámetros 
estructurales  
Se construyeron modelos atómicos de la región SR3-SR9 a partir de las estructuras 
cristalográficas de los fragmentos SR3-SR4, SR4-SR5, SR5-SR6-∆SH3-A/B y SR7-
SR9. Las estructuras se ensamblaron tal y como se ha descrito para los modelos de 
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las regiones SR3-SR6 y SR6-SR9 (Figura R62). Se generaron cuatro modelos 
correspondientes a las cuatro conformaciones de la región SR5-SR6. 
 
Figura R62.- Modelo atómico de la región SR3-SR9. (A) Representación esquemática del dominio 
plakina de plectina. La región para la cual se construyeron los modelos atómicos se corresponde con 
los sub-dominios SR3 (rosa), SR4 (azul), SH3 (naranja), SR5 (verde), SR6 (naranja), SR7 (rojo), SR8 
(azul) y SR9 (verde). (B) Estructuras cristalográficas de los fragmentos SR3-SR4, SR4-SR5 y SR5-
SR6-∆SH3-A/B y SR7-SR9 que se utilizaron para construir los cuatro modelos del SR3-SR9. 
 
Los modelos revelan una estructura extendida con ligeras ondulaciones. La 
comparación por superposición de los cuatro modelos, revela que las variaciones en 
la conformación del SR5 y SR6 dan lugar a variaciones de hasta 60 Å en la posición 
del extremo C-terminal del SR9 (Figura R63). 
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Figura R63.- Superposición de los cuatro modelos atómicos de la región SR3-SR9.- (A). Los 
cuatro modelos de la región SR3-SR9 se superponen en la posición de los Cα de la cadena principal. 
Se observa una variabilidad conformacional en la región C-terminal de la molécula. El desplazamiento 
o variabilidad está representado por flechas discontinuas. Los cuatro modelos están representados en 
diferentes tonalidades de color verde.  
 
El ajuste de estos perfiles teóricos de SAXS al perfil experimental (2= 0.3) muestra 
moderadas desviaciones a muy bajo y en la región de q 0.15-0.30 Å-1  (Figura 
R61A). Las P(r) calculadas a partir de los modelos son muy similares entre si y se 
caracterizan por un pico en torno a una distancia de 20 Å y una larga cola que se 
extiende hasta una Dmax de 343 ± 3 Å (Figura R61B). Las P(r) teóricas muestran 
una forma similar a la P(r) experimental (Figura R61B).A pesar de que los modelos 
no reproducen completamente los datos experimentales de SAXS de este 
fragmento, los parámetros experimentales (forma de la P(r), Dmáx, Rg) indican que 
la región SR3-SR9 tiene una estructura alargada, con unas dimensiones muy 
similares a las calculadas para los modelos. Es posible que las pequeñas 
discrepancias observadas entre los modelos teóricos y los datos experimentales se 
deban a la existencia de flexibilidad en uno o varios puntos de la molécula. 
 
4.- ANALISIS DE LA CONTRIBUCIÓN DEL DOMINIO PLAKINA DE PLECTINA EN 
LA INTERACCIÓN CON LA INTEGRINA 64. 
Con el fin de determinar la contribución del dominio plakina a la interacción de 
plectina con la región citoplasmática de la integrina β4, se ha analizado la afinidad 
de una serie de fragmentos de plectina por fragmentos de β4. La interacción entre 
las dos proteínas se ha caracterizado mediante un ensayo de fluorescencia que se 
había utilizado previamente para caracterizar la interacción primaria entre el ABD de 
plectina y primer par de dominios FnIII (FnIII-1,2) de la subunidad de integrina β4 (de 
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Pereda et al, 2009a). En este método se utilizan fragmentos de plectina en los que 
se introduce la sustitución G162C, que se marcan específicamente en el grupo 
sulfhidrilo con la sonda fluorescente 1,5-I-AEDANS. El residuo G162C está ubicado 
en la hélice G del sub-dominio CH1 del ABD de plectina, cerca de la superficie de 
interacción con β4, si bien este residuo no participa directamente en la superficie de 
unión. La sonda no interfiere en la interacción de plectina con β4, sin embargo, su 
entorno cambia al unirse 4, produciendo un aumento de la fluorescencia que 
permite seguir la formación del complejo. 
 
4.1.- Fragmentos de plectina empleados en la caracterización de la interacción 
con la integrina 4. 
Se generó una colección de cuatro fragmentos de plectina que contienen el ABD y 
regiones crecientes del dominio plakina: ABD-SR1, ABD-SR2, ABD-SR3 y ABD-SR4 
(Figura R64, Tabla R24). Además, se empleó también el ABD aislado, que 
corresponde al sitio primario de unión a β4 (Geerts et al, 1999). Estos fragmentos se 
clonaron en el vector pETEV15b, de forma similar a como se crearon el resto de las 
construcciones de plectina. Una vez clonados en este vector, todas las Cys 
presentes (C420, C620, C738, C739, C740) se sustituyeron por Ala y G162 se 
sustituyó por una Cys mediante mutagénesis dirigida. 
 
Figura R64.- Colección de fragmentos recombinantes de plectina empleados en el estudio de la 
interacción con la región citoplasmática de la integrina β4. 
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Tabla R24.- Parámetros de los fragmentos de plectina utilizados para el análisis de la 
interacción con la región citoplasmática de la integrina β4. 
Fragmento Límites de secuenciaa Nº de aminoácidosb
Peso molecular 
teóricoc (Daltons) 
ABD 1-293 297 33.459 
ABD-SR1 1-419 423 48.665 
ABD-SR2 1-530 534 61.228 
ABD-SR3 1-647 651 74.515 
ABD-SR4 1-748 752 86.257 
a La numeración corresponde a la variante 1C de plectina. 
b Las proteínas contienen en su extremo amino la secuencia adicional GSHM.  
c Los valores se han calculado a partir de su secuencia de aminoácidos. Todas las Cys presentes 
en estos fragmentos se mutaron a Ala y se introdujo la sustitución G162C.
 
De los cinco fragmentos: ABD; ABD-SR2 y ABD-SR4 se expresan como proteínas 
solubles en E.coli, se purificaron mediante cromatografía de afinidad y se marcaron 
con la sonda 1,5-I-AEDANS. En cambio, los fragmentos ABD-SR1 y ABD-SR3 se 
expresan como proteínas insolubles, por lo que no se emplearon en los estudios de 
la interacción con 4. 
 
4.2.- Fragmentos de la región citoplasmática de la integrina β4 empleados en la 
caracterización de la interacción con plectina. 
La región citoplasmática de la integrina β4 contiene cinco dominios globulares: un 
dominio Calx-β y cuatro dominios de fibronectina de tipo lll (Fnlll-1,4) que se 
organizan en pares, separados por una región que se denomina “segmento 
conector” (SC). Además, tras el FnIII-4 se extiende una cola C-terminal (CCT) de ~ 
85 aminoácidos.  
Para el análisis de la interacción con plectina, se empleó por un lado el fragmento 
1126-1355 que contiene el primer par de dominios de Fnlll (FnIII-1,2) y la región N-
terminal del SC (FnIII-1,2-SC). Este fragmento se había empleado para la 
caracterización estructural y funcional de la interacción con el ABD de plectina (de 
Pereda et al, 2009a). Además se generaron cuatro nuevos fragmentos de la región 
citoplasmática de β4 (Figura R65, Tabla R25). El primero de estos fragmentos 
contiene el FnIII-1,2, el SC y el segundo par de dominios de Fnlll (FnIII-3,4). Otros 
dos de los fragmentos, FnIII-1,4-CCT-A (aminoácidos 1126-1710) y FnIII-1,4-CCT-B 
(aminoácidos 1126-1731), contienen además parte de la cola C-terminal. Por último, 
el fragmento FnIII-1,4-CCT-C incluye la cola C-terminal íntegra. 
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Figura R65.- Colección de fragmentos de la integrina β4. En la parte superior se muestra de forma 
esquemática la estructura de la región citoplasmática de la integrina 4. El fragmento FnIII-1,2-SC 
(aminoácidos 1126-1355) corresponde al sitio primario de unión a plectina.  
 
 
Tabla R25.- Parámetros de los fragmentos de la región citoplasmática de la integrina β4 
utilizados para el ensayo de interacción con plectina. 
Fragmento Límites de secuencia Nº de  aminoácidosa 
Peso molecular 
teóricob(Daltons) 
 FnIII-1,2-SC 1126-1355 234 26.037 
        FnIII-1,4  1126-1668 547 60.105 
      FnIII-1,4-CCT-A 1126-1710 589 64.518 
      FnIII-1,4-CCT-B 1126-1731 610 66.750 
      FnIII-1,4-CCT-C 1126-1752 631 69.120 
a Las proteínas contienen en su extremo amino la secuencia adicional GSHM. 
b Los valores se han calculado a partir de la secuencia de aminoácidos. 
 
 
Los fragmentos FnIII-1,2-SC; FnIII-1,4; FnIII-1,4-CCT-A y FnIII-1,4-CCT-B se 
expresan solubles en E.coli. En cambio, el fragmento FnIII-1,4-CCT-C que se 
expresa insoluble, por lo que se purificó en condiciones desnaturalizantes y 
posteriormente se replegó.  
 
4.3.-Análisis de la interacción de plectina con β4. 
La constante de disociación de la interacción entre el ABD de plectina (aminoácidos 
1-293) y la región FnIII-1,4 (aminoácidos 1126-1668) de β4, Kd = 25 ± 3 μM, es muy 
similar a la descrita entre el ABD y el FnIII-1,2-SC (aminoácidos 1126-1355), Kd = 31 
± 1 μM (Tabla R26) (de Pereda et al, 2009a). Estos datos sugieren que el ABD de 
plectina interacciona exclusivamente con el sitio primario de β4 y que el segundo par 
de dominios FnIII de β4 no contribuye a la interacción con esta región de plectina. 
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Con el fin de determinar si otras regiones de plectina interaccionan con el sitio 
primario en β4, se analizó la interacción de la región FnIII-1,2-SC de 4 con los 
fragmentos de plectina ABD-SR2 (1-530) y ABD-SR4 (1-748). Los valores de la Kd 
determinada con estos dos fragmentos, 23 ± 3 μM y 22 ± 2 μM, son muy similares a 
los observados con el ABD aislado. Por lo tanto el sitio primario de unión en β4 
interacciona exclusivamente con el ABD de plectina. En resumen, las regiones de 
plectina y 4 implicadas en el sitio primario de unión no interaccionan con regiones 
adicionales. 
 
Tabla R26.- Afinidad de fragmentos de plectina 1C por fragmentos de la región citoplasmática 
de la integrina β4. 
  Kd (μM)  
 ABD 
1-293 
ABD-SR2 
1-530 
ABD-SR4 
1-748 
FnIII-1,2-SC 
1126-1355 31 ± 4 23 ± 3 22 ± 1 
FnIII-1,4 
1126-1668 25 ± 3 35 ± 5 33 ± 5 
FnIII-1,4-CCT-A 
1126-1710 N.D N.D 30 ± 3 
FnIII-1,4-CCT-B 
1126-1731 N.D N.D 45 ± 5 
FnIII-1,4-CCT-C 
1126-1752 N.D N.D N.D 
                   N.D.- No determinado 
 
Seguidamente se analizó si otras regiones de plectina y 4, adicionales a las 
implicadas en el sitio primario, contribuyen a la interacción. Para ello, se examinó la 
interacción de los fragmentos de plectina ABD-SR2 (1-530) y ABD-SR4 (1-748) con 
los fragmentos de 4 que incluyen el SC completo, los dominios FnIII-3,4 y en su 
caso regiones crecientes de la cola C-terminal (CCT). Los valores de la Kd de la 
interacción del fragmento Fnlll-1,4 de β4 con los fragmentos ABD-SR2 y ABD-SR4, 
35 ± 5 μM y 33 ± 5 μM respectivamente, son muy similares al observado en la 
interacción con el ABD aislado. Por lo tanto, los cuatro primeros SRs del dominio 
plakina no contribuyen a la interacción con el segmento conector ni con los dominios 
FnIII-3,4 de β4. 
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Para estudiar la contribución de la cola C-terminal de β4 en la interacción con 
plectina, se analizó la afinidad del fragmento de plectina de mayor tamaño (ABD-
SR4) por fragmentos de β4, que además de los 4 dominios FnIII contienen parte de 
la cola C-terminal: FnIII-1,4-CCT-A (1126-1710) y FnIII-1,4-CCT-B (1126-1731). Las 
Kd observadas para los fragmentos FnIII-1,4-CCT-A y FnIII-1,4-CCT-B son 30 ± 3 
μM y 45 ± 5 μM respectivamente; estos valores son similares a los observados para 
los fragmentos que carecen de la cola C-terminal. Esto indica que la región 1669-
1731 de la cola C-terminal no contribuye a la interacción con β4. El fragmento FnIII-
1,4-CCT-C de 4 (1126-1752), que contiene la cola C-terminal íntegra, no mostró 
afinidad detectable por 4. Es posible que el proceso de re-plegado realizado 
durante la purificación de este fragmento, de lugar a una proteína inactiva a pesar de 
ser soluble y aparentemente estable. 
En conjunto, estos resultados indican que los cuatro primeros SRs del dominio 
plakina de plectina, no interaccionan con regiones de la región citoplasmática de la 
integrina β4 localizadas mas allá del sitio primario de interacción. 
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Hasta el comienzo de esta tesis, la única información estructural disponible de este 
dominio, se limitaba a la estructura cristalográfica del primer par de SRs (SR1-SR2) 
del dominio plakina de plectina (Sonnenberg et al, 2007) y la estructura del par SR3-
SR4 del dominio plakina de BPAG1 (Jefferson et al, 2007).  
 
1.- Estructura de la región central del dominio plakina. 
La región central del dominio plakina está formada por cuatro sub-dominios o SRs 
(SR3-SR6). Modelos atómicos de esta región construidos a partir de las estructuras 
cristalográficas de los fragmentos SR3-SR4, SR4-SR5, SR5-SR6-∆SH3, revelan una 
estructura con forma de varilla, con unas dimensiones de ~ 170 Å de longitud y ~ 20-
25 Å de ancho. Esta estructura está en concordancia con datos experimentales de 
SAXS determinados para el fragmento SR3-SR6. Por lo tanto los modelos atómicos 
de la región SR3-SR6 proporcionan una representación fidedigna de la estructura de 
esta región en solución. 
 
Además de los cuatro SRs, esta región incluye un dominio SH3, que aparece 
insertado entre las hélices B y C del SR5. La estructura del SR4 y el SR5 es muy 
similar en los fragmentos que incluyen el dominio SH3 (SR4-SR5), como en aquellos 
que no contienen este dominio (SR3-SR4 y SR5-SR6-SH3). Por lo tanto, el dominio 
SH3 no es necesario para la integridad y estabilidad de los SR individuales.  
 
Tras la publicación de nuestros resultados sobre la estructura de la región SR3-SR5 
de plectin, un estudio realizado por Choi ha revelado la estructura cristalográfica de 
la región SR3-SR6 de desmoplakina (Choi & Weis, 2011). A nivel de los sub-
dominios que forman esta región, la estructura de de los SRs y del SH3 de 
desmoplakina es muy similar a la de plectina (Tabla D1). Además de la similitud 
estructural de cada SR individual, la organización de los sub-dominios en la región 
SR3-SR6 desmoplakina es muy similar a la observada en plectina (Figura D1, D2). 
En resumen, la conservación de la estructura observada entre plectina y 
desmoplakina en la región SR3-SR6 sugiere que la estructura del dominio plakina de 
plectina, elucidada en este trabajo, sirve de referencia para las estructuras de esta 
región en otros miembros de la familia. 
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Tabla DI. Comparación individual de SRs y SH3 de plectina y desmoplakina. 
 SR3 SR4 SR5 SH3 SR6 
rmsd 1.6 Å 1.2 Å 1.3 Å 1.6 Å 1.0 Å 
Num de C 
superpuestos 
91/100 
(91%) 
 105/106 
(99%) 
  94/96 
(98%) 
68/71 
(95%) 
79/80 
(99%) 
 
 
Figura D1.- Comparación de las estructuras individuales de los SRs en plectina y 
desmoplakina.- Dos vistas ortogonales de la superposición de las estructuras individuales del SR3, 
SR4, SR5, SR6 y el dominio SH3 de plectina (morado) y de desmoplakina (azul)(código PDB:3R6N). 
En plectina, se utilizó la estructura del SR4 y SR5 de los fragmentos SR4-SR5 y SR5-SR6-∆SH3-A 
respectivamente. 
 
Figura D2.- Comparación de la estructura de la región SR3-SR6 de plectina y desmoplakina.- 
Superposición de la estructura del SR3-SR6 de desmoplakina (verde)(código PDB:3R6N) y el 
modelo atómico de la región SR3-SR6 de plectina (rosa)  
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1.1.- El dominio SH3 de plectina. 
1.1.1.- El pseudo-sitio de unión a ligando del SH3 de plectina está alterado. 
La presencia de un dominio SH3 insertado en mitad de un grupo de SRs en el 
dominio plakina resulta de interés, ya que estos dominios a menudo median 
interacciones proteína-proteína. Los dominios SH3 generalmente reconocen 
ligandos ricos en Pro que contienen una secuencia PxxP y que forman una hélice de 
poli-Pro de tipo II. El posible sitio de unión a ligando del dominio SH3 de plectina 
muestra marcadas diferencias estructurales respecto al de los dominios SH3 
canónicos. En el dominio SH3 de plectina, las posiciones equivalentes de los 
residuos que forman parte del sitio de unión a ligando ricos en PxxP en los dominios 
SH3 canónicos, están ocupados por otros residuos de cadena lateral más corta, lo 
que compromete el reconocimiento de este tipo de ligando. Por tanto, la estructura 
del dominio SH3 de plectina no es compatible con su unión a ligandos ricos en Pro. 
Estos aminoácidos presentes en el bolsillo de unión de plectina, están también 
presentes en otras plakinas de mamíferos y de invertebrados, lo que sugiere que 
ninguno de ellos reconoce ligandos con secuencias ricas en Pro, o al menos no lo 
hace de manera canónica. Hasta la fecha, no se ha identificado ningún ligando rico 
en Pro que interaccione con el dominio SH3 de plectina, ni con el de otras plakinas. 
Por tanto, en plakinas nos referimos a esta región como un pseudo-sitio de unión a 
poli-Pro. 
Algunos dominios SH3 establecen interacciones proteína-proteína a través de 
mecanismos alternativos, incluyendo la unión a dominios con secuencias no ricas en 
Pro o a dominios globulares a través de contactos ternarios, y algunas de estas 
interacciones incluyen regiones del dominio SH3 diferentes de los bolsillos de unión 
a ligandos PxxP (Kaneko et al, 2008). Por tanto, es posible que el dominio SH3 de 
plectina  pueda mediar o contribuir a la asociación con otras proteínas a través de 
mecanismos de unión en los que no intervengan regiones con secuencias PxxP. 
La estructura cristalográfica del SR4-SR5 de plectina revela que el pseudo-sitio de 
unión a ligando del dominio SH3 está implicado en la interacción con el SR4, lo que 
sugiere que éste ha evolucionado para estabilizar este contacto intra-molecular. Los 
residuos que forman parte de la interacción entre el SH3 y el SR4 están también 
presentes en posiciones equivalentes en otras plakinas, lo que apunta a una posible 
Capítulo 5 
 
158 
interacción similar en otras plakinas. La interacción SR4/SH3 en otras plakinas 
diferentes a plectina, se confirmó en la estructura cristalográfica de la región SR3-
SR6 de desmoplakina. Por el contrario, existen diferencias entre plakinas y α-
espectrinas, en lo que se refiere a los aminoácidos de α-espectrinas que ocupan 
posiciones equivalentes a los residuos que participan en la interacción SR4/SH3 en 
plectina. Las plakinas constituyen un grupo distinto dentro de la superfamilia de las 
espectrinas. El pseudo-sitio de unión del dominio SH3 y la superficie de interacción 
SR4/SH3 están extensamente conservados entre plakinas incluyendo las plakinas 
de nematodos e insectos, los cuales contienen un único gen plakina. Por tanto, el 
papel específico del SH3 de plakinas se adquirió muy pronto en el proceso de 
evolución, posterior a la separación de las espectrinas y plakinas; y la asociación 
SR4/SH3 se ha mantenido desde entonces, sugiriendo que pueda ser requerida 
para la arquitectura y función de las plakinas. 
 
1.2.- La interfase SR4-SH3 incluye una agrupación de Cys, que sugiere un 
posible mecanismo Redox. 
Una característica interesante de la superficie de interacción SR4/SH3, es la 
presencia de un grupo de tres cisteínas formado por C740, C840 y C882, que se 
disponen en el centro de la superficie de contacto. Además, C739 se localiza cerca 
de las tres Cys anteriores, en el borde de la interfase. C739 en el SR4 y C840 en el 
SH3 están a una distancia óptima para formar un puente disulfuro. Alternativamente, 
C840 podría también formar un puente disulfuro con la C740 del SR4. En ambos 
casos, estos puentes disulfuro unirían el SR4 al SH3. 
Se desconoce la función de este conjunto de Cys. Sin embargo, se puede hipotetizar 
que en un ambiente reductor, como en las condiciones que se dan en el citosol, las 
Cys estarían reducidas, como se observa en la estructura cristalográfica. Sin 
embargo, en condiciones de estrés oxidativo, especies de oxígeno reactivo podrían 
inducir la formación de al menos un enlace disulfuro entre el SR4 y el SH3, lo que 
podría tener dos efectos. Por un lado, podría afectar a la afinidad de plectina por 
potenciales ligandos, debido a una disminución en la adaptabilidad conformacional 
de esta región. De manera similar, la oxidación de una Cys en el quinto dominio 
PRD, situado en la región C-terminal de plectina cerca del sitio de unión a filamentos 
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intermedios, reduce la afinidad por vimentina (Spurny et al, 2007). La forma reducida 
del quinto PRD tiene una conformación más relajada y por tanto, el sitio de unión a 
vimentina está más expuesto. En este caso, no solo las Cys del quinto PRD influyen 
en la afinidad de unión a vimentina, ya que las Cys del cuarto y sexto PRD parecen 
contribuir a esta unión.  
En segundo lugar, el entrecruzamiento por puentes disulfuro podría reducir la 
flexibilidad de esta región del dominio plakina, aumentando así la estabilidad del 
dominio plakina.  
Finalmente, C740 y C840 están altamente conservadas en la familia plakina, lo que 
sugiere que otras plakinas podrían estar sujetas también a una regulación Redox 
reversible. El papel de las plakinas durante el estrés oxidativo es aún desconocido, 
pero es posible que contribuyan al papel de protector celular contra el estrés que 
puedan sufrir las proteínas de los filamentos intermedios (Toivola et al, 2010). 
 
1.3.- La similitud entre la interacción SR4/SH3 de plectina y el complejo 
ankirina- β-espectrina sugiere un posible modo preferente de interacción a 
través de SRs. 
La región de plectina SR4-SR5 que incluye el dominio SH3 muestra llamativas 
similitudes con la estructura del complejo de la región SR13-SR14-SR15 de la βI-
espectrina unido al dominio ZU5-ANK de ankirina (Ipsaro & Mondragon, 2010). La 
orientación del dominio ZU5-ANK, el SR14 y SR15 en el complejo se parece a la 
organización del dominio SH3 y los sub-dominios SR4 y SR5 de plectina, 
respectivamente.  
La región SR3-SR5 de plectina y la región SR14-SR15 de βI-espectrina comparten 
una estructura terciaria muy similar, con una disposición de los SRs adyacentes muy 
similar. El dominio SH3 de desmoplakina y el dominio ZU5-ANK de βI-espectrina 
tienen estructuras terciaria muy diferentes. A pesar de ello, tras superponer el SR14 
de βI-espectrina sobre el SR4 de plectina, el dominio ZU5-ANK y el dominio SH3 de 
plectina ocupan posiciones equivalentes (Figura D3). Además, el lazo B/C del SR15 
de βI-espectrina coincide con la región de inserción del dominio SH3 en el mismo 
lazo del SR5 de plectina. Finalmente, el residuo R948 de ankirina ocupa la posición 
equivalente de V881 en el SH3 de plectina y su grupo guanidinio se inserta en un 
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bolsillo polar en el SR14 que se localiza en una posición equivalente a la cavidad 
hidrofóbica del SR4 de plectina, que acomoda la cadena lateral de V881. 
Las similitudes entre el sitio de unión a ankirina en el fragmento SR14-SR15 de βI-
espectrina y el sitio de interacción del SH3 en el SR4-SR5 de plectina, sugiere que 
esto podría revelar un área de interacción proteína-proteína (inter o intramolecular), 
que está también presente en otros conjuntos de SRs y que implican el lazo A/B, la 
hélice C de un SR y el lazo B/C del adyacente SR. Sin embargo, será necesario 
conocer la estructura de otros SRs unidos a ligandos para determinar si la estructura 
de plectina y la estructura de βI-espectrina / ankirina ilustran un modo de unión 
preferente o simplemente comparten una similitud estructural por casualidad. 
 
 
Figura D3.- Similar organización modular en el SR4-SR5 de plectina y el complejo formado por 
βI-espectrina y ankirina R. (A) Representación en cordones de la estructura SR4-SR5 de plectina 
con la inserción del dominio SH3, en la misma orientación que se muestra en el panel C. (B).- 
Estructura del dominio ZU5-ANK de la ankirina R unido a los subdominios SR14-SR15 de βI-
espectrina (código PDB 3KBT). El subdominio SR13 está presente en la estructura cristalográfica del 
complejo pero no contacta con el dominio ZU5-ANK, por lo que se ha omitido en la figura. (C) Vistas 
ortogonales de las estructuras ankirina/βI-espectrina y plectina después de la superposición del SR14 
de βI-espectrina sobre el SR4 de plectina. (D) Vista aumentada de la interacción SH3/SR4 y ZU5-
ANK/SR14 en plectina y en el complejo ankirina/βI-espectrina respectivamente. La cadena lateral de 
V881 en el dominio SH3 de plectina y la de R948 en el dominio ZU5-ANK ocupan posiciones 
equivalentes. En esta figura, únicamente se muestra un segmento de la cadena principal alrededor de 
V881 y R948.  
 
2.- Estructura de la región C-terminal del dominio plakina. 
La región C-terminal del dominio plakina está formada por los sub-dominios SR7-
SR9 que adoptan una estructura alargada con unas dimensiones de ~ 150 Å longitud 
y ~ 20-25 Å de ancho. Hasta este momento, la estructura cristalográfica de SR7-SR9 
de plectina, es la única estructura conocida de esta región en plakinas. Los tres SRs 
de esta región se disponen de manera contigua y se unen entre sí a través de 
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conectores helicoidales similares a los que se observan en otros pares de SRs del 
dominio plakina. Una característica estructural de esta región, es el marcado 
solapamiento longitudinal de dos SRs adyacentes en la región de unión. Esto se 
debe a que las hélices B del SR8 y SR9, son más largas en su extremo C-terminal, 
que en otros SRs. En consecuencia, estas extensiones de las hélices B del SR8 y 
SR9 participan de los haces helicoidales del SR7 y SR8, respectivamente. Este 
solapamiento longitudinal contribuye a establecer interacciones entre SRs 
adyacentes en regiones adicionales a los contactos que tienen lugar a través de la 
hélice continua C-A. Esto parece resultar en una reducida variabilidad 
conformacional y por tanto en una limitada flexibilidad de esta región, en 
comparación con otras zonas del dominio plakina en las que no hay un solapamiento 
longitudinal entre SRs contiguos.  
 
En los cristales del SR7-SR9 las dos moléculas presentes en la unidad asimétrica 
forman un dímero paralelo. La principal zona de contacto entre los protómeros del 
dímero se establece a nivel de las hélices C de los SR9, las cuales forman 
interacciones de super-helice. El análisis del fragmento SR7-SR9 mediante SAXS y 
cromatografía de exclusión molecular combinada con dispersión de luz estática, 
mostró que este fragmento es monomérico en solución. Estos resultados contrastan 
con la observación del dímero cristalográfico, lo que indica que la formación del 
dímero se produce durante el proceso de cristalización, por una disposición estable 
de las moléculas en el cristal. A pesar de que la región SR7-SR9 es insuficiente para 
dimerizar en solución, el dímero cristalográfico puede representar la estructura de 
dimérica de plectina en la molécula completa. El dominio central se extiende 
inmediatamente tras el SR9. Es previsible que la hélice C del SR9 se continúe con la 
estructura helicoidal del dominio central, el cual se cree que forma dímero paralelos 
simétricos mediante contactos de super-hélice (coiled-coil). En resumen, el dímero 
cristalográfico de la región SR7-SR9 es compatible con dimerización mediada por el 
dominio central y sugiere que en la plectina completa se establecen contactos 
diméricos a lo largo de la región C-terminal del dominio plakina. 
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3.- Flexibilidad en la región SR3-SR9 del dominio plakina de plectina. 
El conjunto de estructuras cristalográficas de fragmentos de plectina resueltas en 
este estudio, ha permitido proponer un modelo atómico tridimensional de la región 
SR3-SR9 del dominio plakina. Esta región adopta una estructura alargada con forma 
de varilla ligeramente curvada, con unas dimensiones aproximadas de 340 Å de 
longitud y 25 Å de ancho. Los parámetros estructurales, como forma y dimensiones, 
de la región SR3-SR9 en solución estimados a partir de datos experimentales 
mediante SAXS son muy próximos a los datos teóricos calculados a partir del 
modelo. 
 
Las discrepancias encontradas entre los datos teóricos del modelo y los datos 
experimentales de este fragmento en solución, podrían deberse a la presencia de 
una moderada variabilidad conformacional. Esta heterogeneidad conformacional 
estaría causada por movimientos de bisagra o flexión observados entre SRs 
adyacentes. A lo largo del dominio plakina existen zonas que muestran una ligera o 
moderada variabilidad conformacional frente a otras regiones que parecen tener 
menor libertad de movimiento. 
 
Las estructuras de SR3-SR4 revelan un movimiento de flexión de pequeña amplitud 
(~8º) con una bisagra localizada en la región de unión SR3/SR4. Las estructuras de 
la región SR5-SR6, muestran un movimiento entre el SR5 y el SR6 de mayor 
amplitud (17º), que resultan en diferencias de hasta de ~10 Å en la posición del 
extremo C-terminal del SR6. Es posible que estos movimientos también ocurran en 
otros pares de SRs, como por ejemplo la unión SR6/SR7, si bien no disponemos de 
evidencias experimentales de diferencias conformacionales en esa región. Por el 
contrario, otras regiones como SR7-SR9 parecen mostrar una limitada flexibilidad 
entre los sub-dominios, posiblemente debido al solapamiento longitudinal de los SRs 
adyacentes en la región de unión y a las interacciones intra-moleculares que tienen 
lugar entre los SRs en esta región, lo que limitaría la variabilidad conformacional. El 
dominio SH3 que está conectado al SR5 a través de un conector corto y rico en Pro 
y al SR4 a través de una gran superficie de interacción, por lo que posiblemente 
también disminuya el movimiento de bisagra entre el SR4 y SR5. 
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La flexibilidad entre algunos pares de SRs podría ser la causa por la que ninguno de 
los modelos construidos para esta región se ajuste totalmente a los datos 
experimentales de SAXS. Es probable que esta región no tenga una única estructura 
tridimensional válida, sino que en solución exista una mezcla de estructuras con 
dimensiones similares pero con diferencias conformacionales. Posiblemente, la 
variabilidad conformacional dentro del dominio plakina es aún mayor fuera de la 
región SR3-SR9, ya que el SR2 y SR3 están unidos por conector probablemente 
flexible de ~20 aminoácidos. Actualmente, se está analizando mediante microscopía 
electrónica la región SR3-SR9 y otros fragmentos de mayor tamaño como el dominio 
plakina completo (SR1-SR9) y la región N-terminal completa que incluye el ABD y el 
dominio plakina. Esperamos que el análisis mediante microscopía electrónica 
proporcione información más detallada sobre la estructura global del dominio plakina 
y el ABD adyacentes.  
 
La flexibilidad entre SRs adyacentes es habitual en proteínas que contienen grupos 
de SRs y se han descrito en fragmentos de α y β-espectrinas (Grum et al, 1999; 
Kusunoki et al, 2004). Aún se desconoce la importancia de estos movimientos entre 
sub-dominios en plakinas, pero en otras proteínas estructurales que contienen SRs, 
como las espectrinas, la flexibilidad es importantes para contribuir a la 
deformabilidad y resistencia mecánica del citoesqueleto. 
 
Por último, se puede hipotetizar que la interacción de otras proteínas con el dominio 
plakina pueda modificar las propiedades mecánicas de esta región en plectina u 
otras plakinas. 
 
3.1.- Diferencias entre los dominios plakina de plectina y desmoplakina. 
Recientemente, se ha determinado la estructura a baja resolución del dominio 
plakina de desmoplakina en solución mediante SAXS (Al-Jassar et al, 2011). Según 
los autores, la estructura de este dominio tiene una forma alargada pero doblada 
aproximadamente hacia la mitad de la molécula. Este giro o quiebro da lugar a una 
molécula con una forma de “L”, definida por un brazo largo y un brazo corto que se 
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disponen entre sí de manera perpendicular. Esta estructura de desmoplakina 
muestra diferencias con la estructura del SR3-SR9 de plectina que proponemos.  
Como ya se ha comentado anteriormente, la estructura cristalográfica de SR3-SR6 
de desmoplakina muestra una gran similitud con la región equivalente plectina. El 
porcentaje de identidad de secuencia entre plectina y desmoplakina es del 31%, 
48%, 31% y 49 % para el SR3, SR4, SR5 y SR6, respectivamente.  
Se desconoce la estructura de la región SR7-SR9 de desmoplakina. El porcentaje de 
identidad de secuencia entre plectina y desmoplakina en esta región es 27% para 
los sub-dominios SR7 y SR8; y 38% para el SR9. En comparación con los sub-
dominios de la región central, la conservación de secuencia en la región C-terminal 
sugiere que esta región de desmoplakina está formada por tres SRs similares a los 
presentes en plectina. 
La principal diferencia entre las secuencias de plectina y desmoplakina en la región 
SR3-SR9 se localiza en la región de unión entre el SR6 y el SR7. En plectina, esta 
región consta de unos pocos aminoácidos, de los cuáles solo cuatro de ellos no se 
han observado en ninguna estructura cristalográfica (aminoácidos 1001-1004). 
Aunque no hay datos estructurales que confirmen la conformación helicoidal de esta 
región, el análisis mediante SAXS de la región SR6-SR9 sugieren que el conector 
SR6-SR7 es aparentemente rígido o muestra una reducida flexibilidad. En cambio en 
desmoplakina entre el SR6 y el SR7 se extiende una secuencia de ~30 residuos 
(Figura D4). Por tanto, el la región entre el SR6 y el SR7 de desmoplakina puede 
formar un conector flexible que permitiría que las regiones rígidas SR3-SR6 y SR7-
SR9 se orienten con forma de L. 
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Figura D4.- Alineamiento de secuencia de Plectina y Desmoplakina en la región de unión 
SR6/SR7.- La secuencia de la región SR6-SR7 de plectina humana (Uniprot Q15149-2) se alineó con 
la secuencia de la región equivalente de desmoplakina (P15924). Los elementos de estructura 
secundaria de la estructura de plectina están representados sobre la secuencia. El último residuo del 
SR6 y el primero del SR7 que se observan en las estructuras cristalográficas están indicados sobre la 
secuencia con un triángulo invertido, correspondientes al aminoácido 1000 y 1005, respectivamente 
según la numeración de Uniprot. El SR6 y el SR7 de plectina se unen mediante un conector de corta 
longitud, mientras que los equivalentes SRs de desmoplakina se unen a través de un conector que 
contiene 30 aminoácidos adicionales (en negrita). Adicionalmente, se muestra la región de unión 
SR5/SR6 según la estructura cristalográfica de esta región de plectina, formada por la hélice C del 
SR5 y la hélice A del SR6. 
 
4.- Implicaciones funcionales de la estructura del dominio plakina.  
Por un lado, el dominio plakina tiene una función estructural actuando como 
espaciador, ya que contribuye a la separación de las regiones N y C-terminal de 
plectina que lleva a cabo el dominio central. Esta separación facilita el 
entrecruzamiento que realizan las plakinas, uniéndose al sistema de filamentos 
intermedios en la región C-terminal y a complejos de adhesión asociados a la 
membrana plasmática a través de los sitios de unión de la región N-terminal.  
Por otro lado, el dominio plakina alberga sitios de interacción con otras proteínas. El 
dominio plakina de plectina se une a la región citoplasmática de la integrina β4 y a la 
proteína transmembrana BP180 (Koster et al, 2004). Se desconocen las regiones 
específicas que median estas interacciones. Es posible, que los estos sitios de unión 
para algunos ligandos, incluyan tanto el dominio SH3 como uno o más SRs. En este 
sentido, es interesante destacar que en la superficie de la región central del dominio 
plakina (SR3-SR5) se define un surco formado por dos sub-dominios que podría ser 
relevante en la unión del dominio plakina a ligando. En esta región, las hélices A y B 
del SR3 se disponen en el mismo lado que el SR4 y que el domino SH3, formando 
un bolsillo hidrofóbico con forma de C, en el que participan residuos de las hélices A 
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y C del SR4 y que está flanqueado por residuos polares y ácidos. Esta superficie 
podría ser un potencial sitio de interacción de plectina (Figura D5). 
 
 
Figura D5.- El SR3, SR4 y el dominio SH3 definen una superficie cóncava entre los sub-
dominios.(A) Representación de la estructura alrededor del SR4 flanqueado por el lazo A/B del SR3 
y el dominio SH3. Esta región del SR4 contiene un bolsillo hidrofóbico (L656, M657, F723, A725 y 
A726) entre residuos ácidos y polares del SR3 (D574), del SR4 (N660, E663, E664, E721 y Q730) y 
el dominio SH3 (Q844 y Q862). Solo se muestran las cadenas laterales de los residuos implicados en 
esta superficie. (B) Representación de la superficie molecular de esta región en la misma orientación 
que en (A) (panel de la izquierda) y rotado 90º (panel de la derecha). La superficie está coloreada 
según el potencial electrostático de la superficie a -18 K T/e (rojo) y +18 K T/e (azul), calculado con el 
programa APBS (Baker et al, 2001). 
 
4.1.- Contribución del dominio plakina a la unión a la integrina 4. 
Se ha descrito que la región N-terminal y la región central del dominio plakina 
participan en la interacción con otras proteínas de unión, contribuyendo a la 
interacción de plectina con la subunidad 4 de la integrina 64 y con el dominio 
citoplasmático de BPAG2 en los hemidesmosomas. Los sitios específicos de 
interacción en el dominio plakina no han sido aún descritos. El análisis de la 
interacción entre plectina y la región citoplasmática de 4 realizado en este trabajo, 
indica que la región SR1-SR4 del dominio plakina de plectina no contribuye a la 
interacción con la integrina β4. 
Nuestros resultados contrastan con un estudio previo realizado por Koster y 
colaboradores en el cual se muestra que la región correspondiente al segundo par 
de dominios de FnIII (FnIII-3,4) de β4 (aminoácidos 1382-1667) interacciona con un 
fragmento de plectina que incluye el ABD y los 4 primeros SRs (aminoácidos 1-606), 
pero no interacciona con un fragmento que contiene únicamente el ABD y parte del 
SR1 (aminoácidos 1-339).  
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Plectina 1-606 también co-inmunoprecipita con una construcción de la región 
citoplasmática de β4 con la mutación R1281W, la cual inhibe la unión con el ABD de 
plectina. Por otro lado, el fragmento 284-1154 de plectina, que contiene la región 
SR1-SR7, interacciona en experimentos de dos híbridos en levaduras con tres 
regiones de β4: 1115-1436 (FnIII-1,2 y parte del SC), 1382-1667 (parte del SC y 
FnIII-3,4) y 1570-1752 (FnIII-4 y cola C-terminal). 
 
En nuestro análisis de interacción entre β4 y plectina hemos intentado utilizar un 
fragmento de β4, aminoácidos 1126-1752, que contiene los cuatro dominios de Fnlll 
y la cola C-terminal íntegra (FnIII-1,4-CTT-C). Esta región de β4 contiene el sitio 
primario de unión al ABD de plectina, que corresponde al FnIII-1,2 y parte del SC; 
pero además incluye los sitios adicionales de unión al dominio plakina de plectina 
descritos por Koster y colaboradores. Sin embargo, no se ha detectado interacción 
entre la región 1126-1752 y ninguno de los fragmentos de plectina. Puesto que esta 
región de β4 contiene el sitio de unión al ABD, es razonable que el proceso de re-
plegado empleado durante la purificación de β4 FnIII-1,4-CTT-C origine una proteína 
inactiva, aunque soluble y aparentemente estable. Otra posibilidad es que el 
fragmento β4 FnIII-1,4-CTT-C adopta una conformación cerrada inactiva, 
estabilizada por interacciones intramoleculares entre el segmento conector (SC) y la 
cola C-terminal (Koster et al, 2003; Rezniczek et al, 1998; Schaapveld et al, 1998). 
Sin embargo, esta conformación cerrada, que no implica al sitio de unión primario a 
plectina, no justificaría la inhibición de la unión al ABD. 
 
Los fragmentos de β4 de mayor tamaño expresados solubles y purificados en 
condiciones nativas contienen la región FnIII-1,4 (incluyendo el SC) y fragmentos de 
la cola C-terminal. Empelando estos fragmentos de β4 no hemos observado 
contribución de la región SR1-SR4 de plectina a la interacción con β4. Puesto que 
no se ha podido analizar la interacción con el fragmento que contiene la cola C-
terminal completa, no se puede descartar que la región final de esta cola 
(aminoácidos 1732-1752) sea esencial para la interacción con el segmento SR1-SR4 
del dominio plakina de plectina. Recientemente, el grupo del Prof Sonnenberg, han 
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descrito que la T1736 en el extremo de la cola C-terminal de β4 es importante para 
la interacción con el dominio plakina de plectina (comunicación personal). 
Las diferencias encontradas entre nuestros resultados y los de Koster también 
podrían deberse al diferente escenario bioquímico en el que se producen las 
interacciones. Se desconoce si la interacción entre el dominio plakina de plectina y 
β4 requiere factores adicionales que no están presentes en nuestro análisis de la 
interacción in vitro empleando proteínas recombinantes; que podrían estar presentes 
en los ensayos de dos híbridos realizados en levadura o en los experimentos de co-
inmunoprecipitación en extractos de células en mamífero en cultivo. 
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1) La región central SR3-SR6 del dominio plakina tiene una estructura alargada en 
la que los cuatro SRs están concatenados y alineados con el eje longitudinal. 
2) El dominio SH3 está insertado en el lazo B/C del SR5, pero está desplazado 
hacia el SR4, con el que interacciona. La interfase SR4/SH3 está conservada en 
otros miembros de la familia plakina. 
3) El pseudo-sitio de unión a ligando del dominio SH3 de plectina está alterado en 
comparación con el de dominios SH3 canónicos y está ocluido parcialmente por 
el SR4. Estas alteraciones están conservadas en la familia plakina, pero no en 
espectrinas. Por lo tanto la estructura del SH3 de plectina no es compatible con 
su unión a ligandos de poli-Pro, sino que está especializado en la interacción 
intramolecular. 
4) Los tres SRs (SR7-SR9) de la región C-terminal del dominio plakina forman una 
estructura de varilla aparentemente rígida. 
5) La región SR3-SR9 adopta en solución una estructura aparentemente alargada y 
semi-rígida de ~340 Å de longitud. 
6) La orientación relativa de SRs adyacentes no está conservada a lo largo del 
dominio plakina de plectina. 
7) Dentro del dominio plakina parecen existir puntos preferenciales de flexibilidad en 
determinadas zonas de unión de ciertos pares de SRs, como el SR5-SR6. 
8) Los cuatro primeros SRs del dominio plakina no contribuyen directamente a la 
interacción in vitro de plectina con el segmento conector, el FnIII-3,4 y parte de la 
cola C-terminal de la región citoplasmática de la integrina β4. 
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